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Mikrobestimmungen von Purinsubstanzen in Geweben. 
2. Mitteilung. 


Die Bestimmung des Guanins, des Adenins und der Oxypurine. 
Von 
Gerhard Schmidt. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitit Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1933.) 


In den Untersuchungen von M. Kriiger und J. Schmid"), sowie von 
Rk. Burian und W. Hall?) besitzen wir sichere Grundlagen zur quantita- 
tiven Bestimmung tierischer Gewebspurine. Die von diesen Autoren ge- 
gebenen Arbeitsvorschriften erfordern jedoch groBe Gewebsmengen und 
fiihren bei der Fraktionierung der einzelnen Purinstoffe leicht zu Verlusten, 
so daB eine Weiterentwicklung der Methoden zur Vermeidung dieser Nach- 
teile wiinschenswert erscheint. Zwar sind seither eine Reihe von Mikro- 
methoden zur Bestimmung von Purinen ausgearbeitet worden, aber ihr 
Anwendungsgebiet ist fiir eine umfassendere Untersuchung des Purinstoff- 
wechsels zu begrenzt. 

Das exakte Verfahren yon Thannhauser und Ceonitzer’) zur Be- 
stimmung der freien und gebundenen Purine im Blut lit sich auf Gewebe 
wegen der hierbei auftretenden Extraktionsschwierigkeiten nicht tibertragen. 
Von den Verfahren zur Bestimmung einzelner Purinsubstanzen ist vor allem 
die von J. K. Parnas‘) ausgearbeitete Bestimmung des Adenins und der 
Oxypurine nach Siurehydrolyse im Muskel zu erwiihnen. Der allgemeinen 
Anwendung dieses Verfahrens steht entgegen, dali die Methode nur bei 
praktisch guaninfreien Geweben durchfiihrbar ist, eine Voraussetzung, die 
wohl nur beim Muskelgewebe zutrifft. Abgesehen von dieser prinzipiellen 
Einschrinkung sind in der von Parnas gegebenen Arbeitsvorschrift nicht 
alle Fehlerquellen vermieden, die bei der Fiillung von Purinen aus Gewebs- 
hydrolysaten sich bemerkbar machen, und auf die ich im experimentellen 
Teil noch eingehen werde. 

Fiir das Guanin ist von T. Brailsford Robertson’) eine Bestimmungs- 
methode angegeben worden, die auf der Oxydation des durch Hydrolyse 
in Freiheit gesetzten Guanins zu Guanidin und der colorimetrischen Be- 


') Vgl. Diese Z. 45, 1 (1905). *) Diese Z. 38, 336 (1903). 

*) Diese Z. 110, 307 (1920). 4) Biochem. Z. 206, 16 (1929). 

*) Austral. J. exper. Biol. med. Science 6, 33 (1929); Chem. Z. 29, 
il, 1567. 
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199 Gerhard Schmidt, 


stimmung dieser Base beruht. Der Arbeitsgang dieser Methode ist 
kompliziert, und es diirften sich Verluste kaum vermeiden lassen. Die \ 


wendung der Methode erfordert relativ grofe Gewebsmengen (etwa 10 ») 
so daB die von mir und E. Engel®) angegebene und in der vorliegen:)oy 


Untersuchung verbesserte Arbeitsvorschrift einfacher, genauer und 
gemeiner anwendbar ist. 

Von W. H. Cole, W. H. Ellett und N. H. Womack’) sind never. 
dings die freien Oxypurine des Blutes zu bestimmen versucht worden: di 
Autoren lieben Xanthinoxydase auf die zu untersuchende Blutmenge einwirken 
in der Absicht, hierdurch die quantitative Umwandlung der Oxypurine jy 
Harnsiure zu bewirken, die dann nach der Methode von Benedikt ye. 


stimmt wurde. Da die Vollstiindigkeit der fermentativen Purindehydrierung 


nach meinen eigenen, zahlreichen Erfahrungen in hohem MaBe von Bestaid 
teilen aller méglichen tierischen Gewebe beeinfluBt wird, kann man die 
Methode nicht auf Gewebe oder pathologisch veriindertes Blut iibertragen. 

In der vorliegenden Arbeit wird ein Verfahren beschriehen, 
mit Hilfe dessen es gelingt, in 1—2g tierischem Gewebe Adenin, 
Guanin und die Oxypurine quantitativ zu bestimmen. Die all- 
gemeinen Gesichtspunkte, die fiir die Ausarbeitung der Methode 
mafgebend waren, habe ich in einer friiheren Mitteilung bereits 
auseinandergestellt.®) Hier méchte ich nur darauf hinweisen, dab 
die getrennte Bestimmung der verschiedenen Purinfraktionen aucli 
bei der Konstitutionsaufklarung von Nucleinsiiuren niitzlich sein wird. 


Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit des Verfahrens. 


In den zu untersuchenden Geweben diirfen keine anderen Purin- 
verbindungen vorhanden sein, als solche des Adenins, Guanins 
und der aus diesen sich bis zur Stufe der Harnsiiure ableitenden 
Oxypurine. Diese Voraussetzung trifft fiir tierische Gewebe nach 
den bisherigen Erfahrungen mit praktisch hinreichender Genauig- 
keit zu. 

Prinzip der Methode. 

Die Purine werden aus ihren in den Geweben vorhandenen 
Verbindungen durch Siurehydrolyse in Freiheit gesetzt. Durch 
Befreiung des Hydrolysates von stérenden EiweiBabbauprodukten 
mittels Wolframsiiure erhilt man eine zur Purinfillung geeignete 
Lésung. 

a) Bestimmung der Aminopurine. Aus einem Teil der 
Fliissigkeit werden die Aminopurine quantitativ (zusammen it 
dem gréften Teil der Oxypurine) durch ammoniakalische Silberlésung 
gefillt. Von der aus dem Niederschlag durch Digerieren mit 


6) G. Schmidt, Diese Z. 208, 225 (1932). 
”) Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. 28, 215 (1930). 
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<alzsiiure erhaltenen Zersetzungsfliissigkeit wird ein Teil mit sal- 
vetriger Shure behandelt. Die Aminostickstoffmenge ergibt durch 
\lultiplikation mit 5 den Gesamtstickstoftfwert der Aminopurine. 

Kin zweiter Teil der Zersetzungstliissigkeit des Silbernieder- 
schlages dient zur fermentativen Guaninbestimmung nach 
Schmidt und Engel.®) Die Differenz des Gesamtaminopurin- 
stickstoffwertes und des Guaninstickstofiwertes ergibt die im 
(iewebe enthaltene Menge von Adeninstickstoff. 

hb) Bestimmung des Gesamt- und Oxypurinstickstoffs. 
Man fillt aus einem Teil des Wolframsiurefiltrates die Purine 
wit Kupfersulfat und Natriumbisulfit aus. Der Stickstoffgehalt 
des Niederschlags ergibt den Gesamtpurinstickstoff. Zieht man 
hiervon den Gesamtaminopurinstickstoff ab, so erhilt man 
die Menge des im Gewebe enthaltenen Oxypurinstickstoffs. 


Reagentien: 1. 2°/, ige Schwefelsiiure. 2. Ein Gemisch aus gleichen 
\olumteilen konzentrierter Schwefelsiiure und Wasser. 3. 10°/, ige Lésung 
von Natriumwolframat. 4. Nitratfreie, ammoniakalische Silberlésung: 24 g 
Silbernitrat werden in etwa 300 cem Wasser aufgelést und mit einem Uber- 
schuB von Salzsiiure gefiillt. Das Silberchlorid wird nach griindlichem 
Waschen mit verdiinnter Salzsiiure in Wasser aufgeschwemmt, durch Zufiigen 
von Ammoniak mdéglichst vollstindig gelést, auf 1000 cem aufgefiillt und in 
dunkler Flasche aufbewahrt. 5. Gereinigte Leberguanase nach G. Schmidt®) 
S. 227. 6. 40°/,ige Natriumnitritlésung (kiihl] und dunkel aufbewahren). 

Alkalische Kaliumpermanganatliésung nach D. D. van Slyke: 50 g Kalium- 
permanganat werden mit 1000 cem 2,5°/, iger Natronlauge 1/, Stunde lang 
veschiittelt. 8, 10°/, ige Kupfersulfatlésung. 9. 40°/, ige Lésung von Natrium- 
isulfit. 


Abtotung und Konservierung der Gewebe. 


Bei der namentlich nach mechanischer Zerkleinerung der Gewebe 
ehr rasch einsetzenden Purinautolyse ist die Anwendung von fliissiger Luft 
wiinschenswert. 1—3 g des nach den Vorschriften der Embdenschen Schule 
vewonnenen Organpulvers werden in analytisch vorgewogene, 10 cem 2°/,ige 
Schwefelsiiure enthaltende Erlenmeyerkélbchen von 100 cem Inhalt gebracht 
ind nach Temperaturausgleich zuriickgewogen. (In vielen Fiillen diirfte 
uach dem Vorgang von Parnas auch das Zerreiben des vor der Zerkleine- 
ring analytisech gewogenen Gewebsstiickes mit Quarzsand unter 2°/, iger 
‘chwefelsiure brauchbare Werte ergeben. Bei diesem Vorgehen wird der 
Gewebsbrei mit 20—30 cem 2°/, iger Schwefelsiiure aus der Reibschale in 
en Hydrolysenkolben iibergespiilt.) 

Aufspaltung der Purinverbindungen: Die Siiurehydrolyse wird 
nan nach den in der Arbeit von E. Engel®*) angegebenen Vorschriften 

rchgefiihrt. 

Ausfillung der Purine: Die Organhydrolysate enthalten stérende 
substanzen, vor allem EiweiBabbauprodukte, die vor der Purinfillung ent- 

rnt werden miissen. Hierin liegt die Hauptschwierigkeit aller Versuche, 
ne Methode zur quantitativen und elektiven Fillung der Purine aus Ge- 
14* 
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webshydrolysaten auszuarbeiten. Burian und Hall*) haben in ihrer gri 
legenden Arbeit iiber die Anwendung der Silberfillung zur quantitati\ 
Purinbestimmung die Begleitstoffe durch Barytfillungen zu beseitigen 
sucht. Dieses Verfahren ist wohl brauchbar fiir die groBen, von Buri sy 
und Hall verarbeiteten Gewebsmengen (500—1000 g); bei Gewebsmenen 
von 1 g wird jedoch in die Barytniederschlige cin so groBer Anteil ‘er 
Purine mitgerissen, daB man zu ganz falschen Ergebnissen kommt. |x 
geeignetes Fillungsmittel zur Beseitigung der stérenden EiweiBabbauprodukt: 
hat sich mir Wolframsiure erwiesen. Die Wolframsiiureniederschlige haley 
vor allem den Vorteil, daB sie sich in Alkali lésen. Man kann daher durc! 
wiederholtes Umlésen diesen Niederschligen adsorptiv mitgerissene Purine 
quantitativ entziehen. 
Die Behandlung des Hydrolysates gestaltet sich in folgender Weise: 

Das Hydrolysat wird mit 5 cem einer 10°), igen Lésung von Natriumwolframat 
versetzt, wobei ein reichlicher flockiger Niederschlag entsteht. Reicht diese 
Menge zur vollstindigen Fillung nicht aus, so fiigt man noch weitere 5 cen 
des Fiallungsmittels zu. Es wird mit Wasser verdiinnt und abgeschleudert. 
Die iiberstehende Lésung wird in einen Mebkolben von 200 cem Inhalt 
gesammelt. Der Riickstand wird mit etwa 20 cem Wasser angerieben, 
wiederum abgeschleudert und mit dem ersten Zentrifugat im MeBkolben 
vereinigt. Der Niederschlag enthiilt hiiufig kleine Mengen schwerlislicher 
Purine eingeschlossen; man bringt sie in folgender Weise in Lésung: Man 
reibt ihn im Zentrifugenglas mit etwa 30 cem Wasser an, fiigt 3—4 Tropfen 
33°/,iger Natronlauge zu und lést ihn durch kriftiges Riihren fast viillig. 
Man fillt mit 0,5—1cem 25°/,iger Schwefelsiure die EiweiSabbauprodukte 
wieder aus und vereinigt die klar zentrifugierte Lésung mit den vorigen 
im MeBkolben. Der Riickstand wird auf die gleiche Weise noch 2 mal 
umgelést. Die gesamten leichtgetriibten Ausziige werden im MeBkolben 
aufgefiillt und durch ein trocknes Filter filtriert. Das stets wasserklare 
Filtrat, das nur bei stark farbstoffhaltigen Organen, wie Leber oder Milz, 
ganz schwach gelb gefirbt sein darf, mu nun eingeengt werden. Man 
pipettiert einen mdglichst groBen Teil in eine halbkugelférmige, etwa 
250 cem fassende Abdampfschale aus Glas (mit AusguB) ab, macht mit 
25°/,igem Ammoniak schwach alkalisch (da die Purine durch das Ein- 
dampfen bei saurer Reaktion z. T. zerstért wiirden) und engt auf dem 
Wasserbad bis auf etwa 10 ccm ein. Nun muB die Wolframsiurefillung 
wiederholt werden, da nach der ersten Fiillung immer noch kleine Mengen 
stérender Substanzen zuriickbleiben. Durch Zusatz einiger Tropfen 25°, ,iger 
Schwefelsiure entsteht in der auf Zimmertemperatur abgekiihlten Abdamp! 
schale ein dichter flockiger Niederschlag. (Tritt bei Mangel an Ammoniun 
ionen nur eine Triibung ein, so setzt man der Lésung einen Tropfen konzen 
trierter Ammonsulfatlésung zu.) Nach 1), stiindigem Stehen wird mit miu 
lichst wenig Wasser in ein Zentrifugenglas iibergespiilt und zentrifugie:'. 
Das klare oder etwas opaleszente Zentrifugat wird in ein MeBkélbchen von 
25 ccm Inhalt gegeben. Den Riickstand list man, wie oben beschriebe». 
3 mal um, wobei man zum Alkalisieren nicht Natronlauge, sondern Ammoni:k 
benutzt. Nachdem man die im MeBkélbchen vereinigten Extrakte bis 2." 
Marke aufgefiillt hat, wird der gréBere Teil der Liésung zur Silberfiillun- 
fiir die Bestimmung der Aminopurine, der kleinere zur Kupferfillung f''' 
die Bestimmung der Gesamtpurine benutzt. 
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Ausfillung der Purine: Von den beiden Methoden, die allgemein 
- \usfiillung von Purinen benutzt werden, erfiillt keine in idealer Weise 
die Anforderungen, die man bei ihrer analytischen Anwendung stellen mub. 
Die Fallung mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit verliuft zwar 
auch in sehr verdiinnten Lésungen von Purinsubstanzen quantitativ, aber 
in den Niederschlag werden leicht andere stickstoffhaltige Substanzen mit- 
verissen, und vor allem lassen sich kleine Purinmengen nach meinen zahl- 
reichen Erfahrungen fast niemals vollstiindig aus dem Niederschlag zuriick- 
cewinnen. Daher eignet sich dieses Verfahren von vornherein nicht zur 
fraktionierten Bestimmung der ausgefillten Purinverbindungen. Die Fillung 
mit ammoniakalischer Silberlésung andererseits ist zwar sehr elektiv, 
and aus dem Silberniederschlag lassen sich die Basen leicht und quantitativ 
wieder in Lésung bringen; aber bei geringen Purinmengen und bei Gegen- 
wart von kolloiden Verunreinigungen bleibt die Fillung oft unvollstindig. 
Wiihrend aber in der bisherigen Literatur die Erfahrungen, die mit der 
Silberfiillung an einem bestimmten Purinderivat, z.B. Harnsiiure oder Xanthin 
vewonnen ‘wurden, auf alle Purinverbindungen iibertragen wurden, konnte 
ich in zahlreichen Kontrollversuchen feststellen, da die Nachteile der Silber- 
fillung nur fiir Oxypurine-— und zwar mit steigendem Sauerstoffgehalt in 
wachsendem MaBe — gelten, wihrend Adenin und Guanin bei geniigender 
Reinigung der Lésungen von Albumosen stets quantitativ niedergeschlagen 
werden, 

So ergibt sich als brauchbare Kombination der beiden Fillungs- 
methoden die Benutzung der Silberfillung zur Bestimmung und Fraktio- 
nierung der Aminopurine und die Anwendung der Kupferfillung zur Be- 
stimmung der Gesamtpurine. 

Ausfiihrung der Silberfallung. Der fiir die Aminopurinbestim- 
mungen abgemessene Anteil des Wolframsiiurefiltrates (15/25—20/25) wird 
schwach ammoniakalisch gemacht und auf dem Wasserbad in einer Glas- 
schale auf etwa 5 cem eingeengt, wieder ammoniakalisch gemacht und in 
cin Zentrifugenglischen mit miéglichst wenig Wasser iibergespiilt. Man 
mischt nun das Fallungsreagens aus gleichen Teilen Silberlésung und Ma- 
suesiamischung und lést den entstehenden Niederschlag von Silberchlorid 
nit der eben notwendigen Menge Ammoniak. Die Purine werden durch 
Zufiigen yon 3—5ecem des Fallungsreagens niedergeschlagen und bleiben 

2 Stunden zugedeckt stehen, dann wird abzentrifugiert. Der Nieder- 

lta setzt sich stets sehr gut ab, die iiberstehende Fliissigkeit zieht man 
it Hilfe einer Saugpumpe durch eine feine Kapillare ab. (Beim Abzentri- 
‘ugieren bildet sich an der Oberfliiche durch Verdampfen des Ammoniaks 
iufig ein Hiutchen von Silberchlorid, weleches ohne Bedenken mit dem 
4entrifugat entfernt werden kann.) Man wiischt den Niederschlag mit dem 
‘tach verdiinnten Fiillungsreagens auf der Zentrifuge 3 mal, suspendiert 
n in etwa 10 cem Wasser und setzt 0,5 cem 25°/,iger Salzsiiure zu. Die 
umn Zentrifugengliischen befindliche Suspension wird 1 Minute lang im 
‘Vasserbad erhitzt. Die nun folgende Trennung der Lésung vom Chlor- 
ber muB wegen der spiiteren Entfernung des Ammoniaks mit gréBbter 


orgfalt durehgefiihrt werden. Man 1iBt mindestens 1 Stunde lang bei 


‘nmertemperatur stehen und zentrifugiert das Silberchlorid scharf ab. 
as Zentrifugat wird dann durch Blaubandfilter (Schleicher und Schill, 
-, cm Durchmesser) in einen Kjeldahlkolben abfiltriert. Der im Zentri- 
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fugenglas zuriickgebliebene Niederschlag wird nun mit 5 cem n_/10-Salzsii 
zerrieben und wiederum abzentrifugiert. Das Waschwasser wird durch « .< 
gleiche Filter in denselben Kjeldahlikolben filtriert und das Filter 3 mal 
n/10-Salzsiiure nachgewaschen. Man alkalisiert das Filtrat stark durch : 
fiigen von etwa 0,5 cem 33°/,iger Natronlauge und destilliert im Vak 
aus dem Kjeldahlkolben 10 Minuten lang das Ammoniak ab. Es ist 
wendig, die vdéllige Befreiung des Filtrates vom Ammoniak durch ¢)), 
10 Minuten lang dauernde Nachdestillation in einem zweiten, nur fiir » 
lytische Zwecke dienenden Apparat zu kontrollieren (Titration mit n » 
Lauge). Bei den Destillationen darf das Volumen nie 20 cem unterschreit»y. 
Die von Ammoniak befreite Lésung wird mit einigen Tropfen 50 Vol.-° , joo 
Schwefelsiiure angesiiuert, quantitativ in ein MeBkélbchen von 50 cem |p- 
halt tibergespiilt und aufgefiillt. Die klare Lésung dient zur weiteren 
Fraktionierung der Aminopurine. 

Guaninbestimmung. Man pipettiert cinen Teil der Purinliésung, (ey 
etwa 1 mg Guanin enthilt, in einen Rundkolben von 500 cem aus Jenenser 
Glas, verdiinnt mit 20 cem Wasser und neutralisiert gegen Lackmuspapie 
mit ammoniakfreier Natronlauge und Salzsiiure. Nach Zusatz von 5 cv 
gereinigter Guanaselésung nach G. Schmidt®) wird die Mischung bei 
im Wasserbad 3 Stunden lang gehalten. In gleicher Weise wird ein Kontro|| 
ansatz mit Fermentlésung und Wasser behandelt. Man unterbricht die Ferment 
wirkung durch 0,5 ecm 25°/,ige Schwefelsiiure und bestimmt in beiden An- 
siitzen das Ammoniak. 

Es sei bemerkt, daB die Guaninbestimmung an kleineren Mengen vor- 
genommen werden kann, wenn man das in die Vorlage iiberdestillierte 
Ammoniak nicht titriert, sondern nach Einengen auf dem Wasserbad mano 
metrisch in der von van Slyke‘) angegebenen Weise bestimmt. Bei diesem 
Vorgehen lassen sich noch 0,3 mg Guanin mit einer Genauigkeit von 5 
bestimmen.*) 

Die hier beschriebene Guaninbestimmung hat im Vergleich zu der 
von Schmidt und Engel angegebenen Arbeitsvorschrift vor allem den 
Vorteil, dal durch die der fermentativen Desaminierung vorangehend 
Isolierung der Purine nur bekannte Verbindungen als Substrate der 
Guanase in Betracht kommen und dadureh die Voraussetzung der streng 
spezifischen Fermentwirkung sehr weitgehend erfiillt ist. In einer in Kiirz 
erscheinenden Mitteilung von W. Geisler wird iibrigens gezeigt werden. 
dab die mit der neuen Methode erhaltenen Guaninwerte mit den yon 
E. Engel gewonnenen gut iibereinstimmen und daB also die in der 
friiheren Arbeit geiiuBerten Bedenken iiber die Spezifitiit der Guanase si 
als unbegriindet erweisen. Vom technischen Gesichtspunkt aus ist ¢ 
neue Methode der friiheren weit vorzuziehen, vor allem, weil die z 
raubende Befreiung des Hydrolysats vom Ammoniak in Fortfall kom 

Die Bestimmung des Aminopurinstickstoffs. Die im folgenden | 
schriebene Methode schlieBt sich an das yon yan Slyke angegebene \: 
fahren zur manometrischen Bestimmung des Aminostickstoffs in Ami 


*) J. of biol. Chem. 71, 235 (1926/27). 

*) Noch empfindlicher kann die Ammoniakbestimmung durch 
nutzung von Warburgmanometern statt des van Slykeschen Apparates ¢ 
staltet werden. 
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ven an. D. W. Wilson’) hat gezeigt, daB das Adenin die theoretische, 
(Juanin eine etwas zu groBe Stickstotimenge liefert, wenn man das von 
van Slyke fir die volumetrische Aminostickstoffbestimmung vor- 
chriebene Eisessig—Natriumnitritgemisch benutzt und die Reaktionszeit 
f etwa 2 Stunden bei 20° ausdehnt. Die Reaktionsbedingungen des 
manometrischen Verfahrens erfordern jedoch nach meinen eigenen Vor- 
versuchen weit gréBere Reaktionszeiten zur quantitativen Abspaltung des 
Aminostickstoffs aus Purinen; vor allem, wenn man in der Wahl des 
liissigkeitsvolumens Spielraum zu haben wiinscht. Daher habe ich die 
l'ssigsiiure im Reaktionsgemisch durch Schwefelsiiure ersetzt. Man erreicht 
dann stets in einer Reaktionszeit von 3 Stunden die quantitative Abspaltung 
Aminostickstoffs aus Adenin und Guanin. Die veriinderten Reaktions- 
hedingungen machen einige Abweichungen vom van Slyke- Verfahren’) 
notwendig. Erstens wird unter den eingreifenderen Acidititsbedingungen 
das Quecksilber von der salpetrigen Siiure angegriffen, so daB man wiihrend 
ler Zersetzung das Quecksilber vom Reaktionsgemisch abgetrennt halten 
mul. Zweitens entwickelt sich bei der Zersetzung eine sehr erhebliche 
Gasmenge, welche bei Anwendung der von van Slyke vorgeschriebenen 
Absorptionstechnik iiber der stickstoffgesittigten Permanganatlésung einen 
croben Gasraum erzeugen wiirde, in dem der Stickstoffpartialdruck zuniichst 
nahezu gleich Null wire. Die Permanganatlésung wiirde in den Gasraum 
Stickstoff abgeben, ohne ihn spiiter vollstindig wieder aufzunehmen.”) 
Drittens stellt die 3 stiindige Aufbewahrung des Gasgemisches unter 
einem von der AuBenluft sehr verschiedenen Druck so grobe Anforderungen 
an die Dichtigkeit der Hiihne, daB es wiinschenswert erscheint, zur Er- 
leichterung der Kontrolle das Desaminierungsgefib samt allen Hiihnen 
wiihrend der gesamten Reaktionsdauer in ein Wasserbad zu versenken und 
das Gasgemisch nicht — wie beim van Slyke- Verfahren — unter erhéhtem, 
sondern unter vermindertem Druck aufzubewahren. Aus der langen Reak- 
tionszeit allein ergibt sich also schon die Notwendigkeit, die Zersetzung 
’ Purine und die Messung des Stickstoffs in zwei verschiedenen Ge- 
tiben vorzunehmen. 
Ausfiihrung der Bestimmung. 1. Zersetzung der Aminopurine. 
s Zersetzungsgefib dient eine modifizierte Gasbiirette nach van Slyke 
ind seinen Mitarbeitern. Es besteht aus 2 Glaskugeln A und B, die 
uiteinander durch einen Zweiwegehahn mit 2 schriigen Bohrungen ver- 
bunden sind.**) Die zweite Bohrung dieses Hahnes AB gestattet die Ver- 
vindung der unteren Kugel B mit der AuBenluft. Die obere der beiden 


*) J. of biol. Chem. 56, 1923). 1°) J. of biol. Chem. $3, 425 (1929). 

*) Tatsichlich erhilt man nur dann konstante Blindwerte, wenn man 

ifiir sorgt, daB bei der Absorption niemals ein gréSerer Gasraum iiber 

em Permanganat entsteht. Eine Vernachlissigung dieser Vorschrift hat 

‘ets eine bedeutende Erhéhung der Blindwerte zur Folge. 

Der Apparat wird am besten mit Hilfe eines mit Gummi iiber- 

ogenen Metallringes und einer Federklammer an einem Stativ von 1 m 

‘Ohe befestigt (vgl. die Abbildung). Der Metallring, auf dem die Kugel B 

wufsitzt, dient beim Schiitteln des Apparates als Lager, so daf der Apparat 

‘abei nur aus der Federklammer genommen zu werden braucht. Bezugsquelle: 
‘lasbliiser R. Biebel, Frankfurt a. M., Patholog. Institut, Gartenstr. 229. 
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Kugeln, 4, dient zur Desaminierung. Sie besitzt einen duberen Dur 
messer von 5cm und ist in ihrem oberen Teil kegelférmig geblasen 
besteht aus dickem Glas. Mit dem Hahn ABP ist sie dureh ein yj}; 
capillares, etwa 5 em langes Rohr verbunden. Der obere Teil der Ki:c! 
ist ebenfalls mit einem Zweiwegehahn AC mit 2 schriigen Bohrungen \ 
bunden, jedoch mit Hilfe einer Capillare von etwa 5em Linge. Es 
wichtig, dali diese Capillare ihr enges Lumen bis zur Einmiindung in <jc 
Spitze der Kugel A behilt. Von den Bohrungen des Hahnes AC fiihrt «jc 
eine durch ein Capillarrohr von etwa 2'/, cm Linge in den Einfiilltrichter /, 
der etwa 25 cem faBt, die andere verbindet die Kugel A mit dem Uber 
fiihrungsschenkel C. Dieser Schenkel besteht aus einer Capillare, die 





niichst in einer Liinge von etwa 3 cm senkrecht nach oben verliuft und } 
sich dann in ein schriiges Stiick von etwa 10 em Linge fortsetzt (Grol 
des Winkels etwa 135°). Der aufsteigende Teil des Schenkels C ist durc/: 
einen Dreiwegehahn von halbmondférmiger Bohrung mit dem Trichter /, 
bzw. mit dem absteigenden Teil des Uberfiihrungsschenkels yverbunden. 
Der absteigende Teil von C verliuft zuniichst auf einer Strecke von etwa 
10 em schrig nach abwirts und geht dann in ein senkrechtes, etwa 16 cm 
langes Stiick iiber, welches am unteren Ende U-férmig aufgebogen ist. Das 
aufgebogene Ende hat eine Linge von etwa 6 em und ist an seine: 
oberen Ende etwas verjiingt, jedoch ohne wesentliche Veriinderung de- 
Lumens. Das verjiingte Ende ist plangeschlitfen. Die U-Biegung befinde' 
sich zweckmibig ungefiihr in der Héhe des unteren Endes der Kugel /! 
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Die Kugel B ist mit dem Hahn AB durch ein Glasrohr verbunden, 
elches zwischen Hahn und Kugel kapillar verengt ist, damit die Strémung 
des Quecksilbers verlangsamt wird. Das untere Ende der Kugel B kann 
durch einen einfachen Hahn BN mit einer Niveaubirne mit Hilfe eines 
Vakuumsehlauches in Verbindung gebracht werden. Die Hiihne sollen ge- 
sichert sein. 

Der Apparat wird zuniichst bis nahe an den Hahn AC mit Queck- 
silber gefiillt und vom Trichter 7 aus mit Wasser bis unterhalb des 
Hahnes BN durchgespiilt. Das Wasser wird dann durch den Schenkel C 
wieder ausgetrieben, wobei man iiber das Ende von C einen Gummischlauch 
zieht. Die Durchspiilung des Apparates wird zweimal, zuletzt mit eva- 
kuiertem Wasser wiederholt. Dann treibt man durch Heben der Niveau- 
birne das Quecksilber bis etwa 5mm oberhalb des Hahnes AC. Man sorgt 
dafiir, daB der Schenkel C wie die zum Trichter 7’, fiihrende Kapillare mit 
evyakuiertem Wasser gefiillt werden. (Vor der letzten Spaltung wird das eva- 
kuierte Wasser in der Kugel A auf seine Gasfreiheit gepriift), Dann wird 
der absteigende Teil des Schenkels C vom aufsteigenden abgesperrt, der 
Hahn AC geschlossen und die Niveaubirne auf das mittlere Niveau (2) 
gebracht. In den Trichter 7 pipettiert man nun die zu desaminierende 
Lisung und erginzt mit Wasser auf 14,5 cem. Zu der Lésung fiigt man 
3cem der 50 volumprozentigen Schwefelsiure und saugt das zu desami- 
nierende Gemisch in die Kugel A, so daf schlieBlich die Kugel A luftfrei 
mit Quecksilber und der angesiiuerten Purinlésung gefiillt ist. Man libt 
die Lésung hierbei bis zur Mitte der Kapillare zwischen dem Hahn AC und 
dem Trichter 7 aufsteigen. Darauf wird die Fliissigkeit von geléster Luft 
befreit, indem bei geschlossenem Hahn AC durch Senken der Niveaubirne 
das Quecksilber aus der Kugel A soweit abgelassen wird, bis sein Meniskus 
die Hahnbohrung AB erreicht hat. Nun wird der Apparat mit der Hand 
eine Minute lang geschiittelt und durch Heben der Birne auf Niveau 3 das 
(Juecksilber in die Kugel A zuriickgetrieben. Hierauf wird Hahn AB ge- 
schlossen und die Niveaubirne tief gestellt. (Es ist zweckmaBig, die Niveau- 
birne stets tief zu stellen, wenn man sie nicht zur Erzeugung eines Uber- 
drucks brauecht). Dureh vorsichtiges Offnen des Hahnes AC wird zuniichst 
lruckausgleich herbeigefiihrt und dann durch Heben der Birne auf Niveau 3 
ind vorsichtiges Offnen des Hahnes AB die Kugel A wie zu Beginn wieder 
‘uftfrei mit Quecksilber und Lésung gefiillt. Das Entgasen wird wiederholt, 
vis keine Gasblasen mehr nach dem Schiitteln in das Toricelli- Vakuum ent- 
weichen. Dies ist nach 3—4 maligem Entgasen erreicht. Nun wird die Fliissig- 
seit im Trichter 7 bis zur Grenze zwischen Kapillare und Trichter hoch- 
vetrieben. Man pipettiert in den Trichter '/, cem gasfreies Wasser und saugt 
‘urch Senken der Niveaubirne das Wasser in die Kugel A, bis der Meniskus 
wieder die Grenze zwischen Kapillare und Trichter erreicht hat. Das Nach- 
-pilen wird wiederholt, bis das Volumen der wiiBrigen Lésung 18,5 cem er- 

cht hat.*) Man erzeugt ein Toricelli-Vakuum in Kugel A, indem man 


*) In der hier gegebenen Arbeitsvorschrift gelten die Angaben fiir ein 
‘esamtvolumen des Reaktionsgemisches von 20 ccm. Selbstverstindlich kann 
in auch andere Volumina, die jedoch nicht allzuviel gréBer oder kleiner 
cin sollten, wihlen. Man mu8 nur in diesem Falle auch die Leerbestim- 
‘ungen in entsprechenden Volumina ausfiihren. 
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das Quecksilber abliBt, bis sich sein Meniskus in der Bohrung des Hahnes 
befindet und schlieBt den Hahn AB. Man priift durch Quecksilberansc} 
die Dichtigkeit des Hahnes AB. In den Trichter 7 werden nun 1,5 
der Natriumnitritlésung pipettiert, wobei keine Gasentwicklung und 
Geruch nach salpetriger Siure auftreten darf, wenn das Nachspiilen 
Trichters sorgfiltig genug erfolgt war. Entsteht bereits im Trichter 7 « 
nur wenig salpetrige Siure, so sind Leerwertsverluste zu befiirchten. Durc) 
vorsichtiges Offnen des Hahnes AC lift man die Nitritlésung in die Kug:) 4 
einflieBen, bis der Meniskus die Hiilfte der Trichterkapillare erreicht }.:t. 
Sofort tritt stiirmische Gasentwicklung und voriibergehende Blaufiirbing 
des Reaktionsgemisches ein. Man bringt in die Trichterkapillare eine 
Tropfen Quecksilber und versenkt dann den ganzen Apparat in ein Wasser 
bad von etwa 20 Grad, wo er 3 Stunden verbleibt. 

2. Uberfiithrung des Gasgemisches in die Hempelpipet 
Der Apparat wird aus dem Wasserbade genommen und eine Minute ling 
zur vollstiindigen Austreibung des Stickstoffes geschiittelt. Aus dem Trichter / 
wird alle Fliissigkeit durch den absteigenden Schenkel C entleert. Danach 
gibt man in diesen Trichter bei geschlossenem Hahn C 4 bis 5 cem 33° 
Natronlauge. Durch voriibergehende Verbindung des Trichters 7, wit 
dem absteigenden Schenkel C erreicht man leicht, daB die Trichterkapillare 
und die Hahnbohrung luftfrei mit der Natronlauge gefiillt werden. Nun 
verbindet man den Trichter 7, mit dem aufsteigendem Schenkel C. In 
diesem Schenkel diirfen keine Luftblasen vorhanden sein, wenn der Hahn ( 
dicht hilt. Mit Hilfe der in die Aubenluft miindenden Bohrung des Hahnes AB 
wird 33°),ige Natronlauge in die untere Kugel B gesaugt, so daf diese zu 
etwa *, mit Natronlauge gefiillt ist. Durch Heben der Niveaubirne wird 
etwa mitgesaugte Luft wieder ausgetrieben. Dann wird Hahn AB geschlossen. 
Das Einsaugen von Natronlauge ist nétig, um jede Beriihrung des sauren 
Reaktionsgemisches mit Quecksilber beim Entfernen der Reaktionsfiiissigkecit 
zu verhindern. 

Der grébte Teil des Reaktionsgemisches wird nun aus der Kugel 4 
entfernt. Zu diesem Zwecke senkt man bei geschlossenem Hahn ABP die 
Niveaubirne sehr tief und stellt dann die Verbindung zwischen B und 
her. Hierdurch wird die Reaktionsmischung in Kugel B gesaugt und so 
fort neutralisiert, ohne daB die hierbei sich entwickelnden Gase in Kugel 4 
gelangen. Wenn etwa ?, der Reaktionsfliissigkeit abgesaugt sind, wird 
Hahn AB unter Heben der Niveaubirne mit der AuBenluft verbunden. Das 
freie Ende des Vakuumschlauches, der an die in die AuBenluft miindende 
Bohrung des Hahnes AB angeschlossen ist, hat man vorher in alkalische 
Permanganatlésung versenkt, um ein Entweichen der nitrosen Gase in di 
Luft zu verhindern. Die in der Kugel 2 enthaltenen Abwiisser werden 
die Permanganatlésung getrieben, bis das Quecksilber die halbe Héhe der 
Kugel B erreicht hat, damit fiir den noch in Kugel A befindlichen Rest de1 
Abwisser noch Natronlauge zur Verfiigung bleibt. Hahn AB wird wieder 
geschlossen und nach Senken der Niveaubirne die Verbindung zwischen 
B und A hergestellt, wodurch der Rest der Desaminierungslisung nac 
flieBt. Man schlieBt den Hahn AB, sobald sich iitber dem Hahn nur noch 


f 


wenig Zersetzungstliissigkeit befindet. Keinesfalls liBt man es zu eine! 
Verbindung der Gasriiume der Kugeln A und B kommen. Die 
in Kugel B befindlichen Abwiisser werden nun durch die freie Bohrung 
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Hahnes AB in die Permanganatlésung getrieben. Man schlieBbt den 
ifahn, wenn itiber der freien Bohrung etwas Quecksilber steht. 
Nun wird der in Kugel A enthaltene Rest der Reaktionsfliissigkeit 
-alisiert, indem man bei geschlossenem Hahn AB aus dem Trichter 7’, 
pone Kubikzentimeter der 33°/,igen Natronlauge vorsichtig einsaugt. 
Hahn AC wird nun geschlossen, die Niveaubirne auf Niveau 2 gestellt und 
die Verbindung von B und A hergestellt, so daf in Kugel A etwa Atmo- 
sphirendruck herrscht. Dann entfernt man die Natronlauge aus dem 
Trichter 7, durch den absteigenden Schenkel C und spiilt den Trichter 
‘mal mit Wasser nach. Man labt siimtliches Wasser aus dem Trichter und 
dem absteigenden Schenkel auslaufen. Der Desaminierungsapparat wird 
nun mit der mit luftgesiittigter Permanganatlésung gefiillten Hempelpipette 
erbunden (man benutzt die von van Slyke’’) angegebene Form mit der 
Modifik: ation, daB das freie Ende des Uberfiihrungsschenke ls plangeschliffen 
ist). Dies geschieht i in folgender Weise: Uber das freie Ende des Schenkels ( 
des Desaminierungsapparates wird ein 2,5 cm langes Stiickchen eines 4 mm 
weiten, diinnwandigen, mit Glycerin befeuchteten Gummischlauches ge- 
zogen. In das freie Ende des Schlauchstiickchens wird das freie Ende der 
Hempelpipette geschoben, bis sich die beiden Capillaren beriihren. Aus 
dem Kinfiilltrichter der Hempelpipette wird Wasser in den absteigenden 
| Schenkel C des Desaminierungsapparates geleitet, bis es die Hahnbohrung C 
fiillt und in den Trichter 7’, aufgestiegen ist. Nun werden auf- und ab- 
steigender Schenkel C miteinander verbunden. Durch den Dreiwegehahn 
der Hempelpipette verbindet man diese mit dem Schenkel C des Desami- 
nierungsapparates. Das ganze System von der Hempelpipette bis zum 
Hahn AC ist also luftfrei mit Fliissigkeit gefillt. Man stellt jetzt bei ge- 
schlossenem Hahn AC durch voriibergehendes Heben der Niveaubirne auf 
Niveau 3 einen Uberdruck in Kugel A her. Man schlieBt Hahn AB und 
verbindet vorsichtig die Kugel A durch Hahn AC mit der Hempelpipette. 
Sobald das Gas in die Hempelpipette einzustrémen beginnt, schiittelt man 
diese dauernd, so dab jede Bildung eines gréBeren Gasraumes iiber dem 
Permanganat verhindert wird. Ein Undichtwerden der V erbindung zwischen 
dem Sehenkel C des Desaminierungsapparates und der Hempelpipette ist 
hierbei nicht zu beftirchten. Sobald Druckausgleich stattgefunden hat, wird 
lie Birne auf Niveau 3 gestellt und durch vorsichtiges Offnen von Hahn AB 
it Kugel A verbunden. Die Hempelpipette wird dauernd mit der Hand 
ceschiittelt, bis siimtliches Gas iibergetrieben ist und die Natronlauge iiber 
dem Quecksilber bis in die Kapillare iiber der Kugel der Hempelpipette 
gedrungen ist. Die Uberfiihrung dauert 1—2 Minuten. Nachdem der 
‘lahn der Hempelpipette sowie Hahn C des Desaminierungsapparates ge- 
lossen worden sind, wird die Verbindung zwischen Hempelpipette und 
esaminierungsapparat gelést. Die Kapillare iiber der Kugel der Hempel- 
pette wird mit Wasser gefiillt. Die Pipette wird nochmals zur Vervoll- 
‘indigung der Adsorption geschiittelt. ‘ 
Messung des Stickstoffs. Das Ubertreiben in dem manometri- 
en Gasanalysenapparat erfolgt in der von van Slyke beschriebenen 
‘Veise mit der Modifikation, dab die Verbindung zwischen Gaspipette und 
‘iempelpipette nicht mit Hilfe des iiber der Gaspipette befindlichen Ein- 
Itrichters, sondern durch das an die freie Hahnbohrung angeschlossene 
‘illare AbfluBrohr erfolgt. Dieses AbfluBrohr ist senkrecht aufgebogen, 
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an seinem Ende verjiingt und plangeschlitfen. Die Verbindung mit .»; 


Hempelpipette geschieht genau in derselben Weise, wie ich sie beim U| 


treiben des Gasgemisches zur Absorption beschrieben habe. Fiir j:\e 


einzelne Analyse miissen neue Stiickchen des Verbindungsschlauches 
nutzt werden. 

Zum Dichten werden die Hihne und Hohlschliffe mit Wasser, w: 
nétig mit Oxalsiiure gereinigt, dann mit Chloroform abgerieben und . 
trocknet. Die Hiihne werden mit Kahlbaumschem Vakuumfett hauchdiiin 
eingerieben und iiber einer kleinen Flamme bis zur Verfliissigung des Fettes 
erwirmt. Dann werden die Hiihne in die Hohlschliffe gedreht, in deren 
verjiingtes Ende man vorher eine Spur Vakuumfett gebracht hat. Man yo) 
meidet so das Eindringen von Fett in die Bohrungen. 


Blindwerte. 


Bei geniigender Ubung, namentlich in der Absorptionstechnik. 
reicht man Konstanz der Blindwerte am gleichen Tag bis auf weniger als 
1 mm Quecksilber. Die Blindwerte betragen bei einem Gasvolumen yon 
2 ecm bei verschiedenen Permanganat- und Nitritlisungen 25—30 mm 
Quecksilber. 

Die Berechnung der Stickstoffwerte geschieht nach der von vanSlyke" 
S. 435f. angegebenen Formel unter Vernachlissigung der in der Zersetzungs- 
Hiissigkeit gelést bleibenden, minimalen Stickstoftmenge. 


mg Aminostickstoff = P, . 14,01 -a_ aaea 

Ns" 17,024 (1 + 0,00384 ¢ 
Py. ist die Druckdifferenz zwischen Bestimmungs- und Leerwert: « das 
Gasvolumen bei der Ablesung; ¢ die Temperatur in ° C.) 

Die Bestimmung des Gesamtpurinstickstoffs. Ein aliquoter Teil 
des durch die Wolframsiurefillungen gereinigten Hydrolysates (S. 194) wird 
in ein Kjeldahlkélbchen von 100 cem Inhalt pipettiert, mit etwa 30 ccm 
Wasser und einigen Tropfen 33°/,iger Natronlauge bis zu stark lackmus- 
alkalischer Reaktion versetzt und im Vakuum bei einer Badtemperatur von 
45° ammoniakfrei destilliert (15 Minuten, Fliissigkeitsvolumen nie unter 
20 ccm werden lassen, alkalische Reaktion zum Schlu8 nochmals kontrollieren ). 
Ammoniak wiirde sonst zu einem betrichtlichen Teil in den Cupropurin- 
niederschlag mitgerissen werden. (Will man die Zersetzung etwa vorhandener 
Harnsiure vermeiden, so stumpft man mit Natronlauge bis zu schwach 
saurer Reaktion ab, alkalisiert mit wenig Magnesia usta und destilliert 
45 Minuten lang bei einer Badtemperatur von 40°. Im allgemeinen werden 
jedoch die in tierischen Geweben sich findenden Harnsiiuremengen ver- 
nachlissigt werden kénnen.) Die in ein Becherglas von 250 cem Inhalt 
iibertiihrte Lésung macht man mit 1—2 cem konzentrierter Essigsiiure stark 
lackmussauer, fiigt 0,5 g Natriumacetat, etwas Talkum, eine Glasperle und 
einen Tropfen Octyialkohol zu und erhitzt zum Sieden. Dann gibt man 
5 cem der 40°, igen Natriumbisulfitlésung und 5 cem 10° ,ige Kupfersulfat- 
lésung zu und 1li8t 3 Minuten lang kochen. Nach dem Abkiihlen und 
Zentrifugieren wird der Niederschlag 3mal mit 1° ,iger Essigsiure auf der 
Zentrifuge gewaschen, da er bei Abwesenheit von Ionen leicht zu einen, 
wenn auch kleinen Anteil kolloidal in Lésung geht. Dann wird der (: 
samtstickstoff des Niederschlags nach dem Mikrokjeldahlverfahren bestimm' 
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Die Stickstoffwerte der Cupropurinniederschliige iibertretfen im all 
seinen die an entsprechenden Silberpurinniederschligen erhaltenen wm 
einige Prozente, was nach dem oben Gesagten auf die unvollstindige 
Xanthinfiillung durch ammoniakalische Silberlisung zuriickzufiihren ist. 
fiir diese Annahme spricht vor allem, dab in Hydrolysaten aus frischer, in 
diissiger Luft zerkleinerter Muskulatur, die keine wesentlichen Oxypurin- 
mengen enthélt, die nach dem Kupfer- und Silberverfahren erhaltenen 
Stickstoftwerte tibereinstimmen. 


Experimentelle Belege. 

In Tab. 1 und 2 sind Beispiele von Versuchen wiedergegeben, 
in denen gepriift wurde, ob bekannte, den Geweben zugesetzte 
Mengen reiner Purinverbindungen mit Hilfe der beschriebenen 
Methode quantitativ wiedergefunden werden kénnen. Die Zusiitze 
wurden stets vor der Hydrolyse und mit frischen Liésungen der 
zu untersuchenden Substanzen vorgenommen. Der genaue Gehalt 
der Zusatzlésungen wurde in allen Fiillen durch die Bestimmung 
des Stickstoffs nach Kjeldahl ermittelt. Die Differenz zwischen 
den absoluten Werten, die in den Hauptansiitzen mit zugesetzten 
Purinverbindungen erhalten wurden, und zwischen den Werten. 
die aus den Kontrollansiitzen erhalten wurden, wobei auf gleiche 
Qrganmengen wie in den Hauptansitzen umzurechnen ist, ergab 
die wiedergefundene Menge der zugesetzten Purinverbindungen. 

Tab. 2 zeigt die Ergebnisse bei Zusatz bekannter Guanin- 
mengen. Si&mtliche Bestimmungen sind mit der fermentativen 
Methode ausgefiihrt. Die Vertikalreihe 3—5 enthilt die zur Aus- 
rechnung nétigen Versuchsdaten.*) Vergleicht man die in Stab 7 
wiedergegebenen Ausbeuten mit den theoretisch geforderten (Stab 6), 
s0 ergibt sich, daB die gréBte Abweichung 8°/, (Versuch 2) betriigt. 
Dabei ist zu bedenken, daB die zugesetzten (suaninmengen in 
Versuch 2 und 3 viel geringer sind, als die in der untersuchten 
Organmenge enthaltenen und daB sich daher die Bestimmungsfehler 
vel den als Differenzwerte berechneten Ausbeuten vervielfachen. 

Tab. 1 zeigt die Ergebnisse der Gesamt- und Aminopurin- 
tickstoff-Analysen. Vergleicht man die in Stab 9 wiedergegebenen 
experimentell erhaltenen Ausbeuten an Gesamtpurinstickstoff mit 
en Gesamtstickstoffwerten der zugesetzten Substanzen, so ergibt 
sich tiberall eine sehr gute Ubereinstimmung. Die Abweichungen 
crreichen in keinem Falle 5°/,. Dasselbe gilt fiir die in Vertikal- 


ihe 10 aufgezeichneten Ausbeuten an Aminopurinstickstoff bei 





*) Die untere Zahlenreihe in jedem Versuch enthilt die Bestimmungen 
it Guaninzusatz. 
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Tabelle 2. 





Ferm. | Guanin- Zu- Wieder- 
\vuimmer , ae geb. NH,-] gehalt d. | gesetzte | gefund. 
Material | Einwage : ‘aden ssarinege 
Natiin Menge | Organes | Guanin- | Guanin- 
mg "Ie menge ienge 
Schweine- 2.0335 0.218 
L. Schy eine USSs I 0.114 2.00 2.00 
.1. 38 milz 1,8325 0,384 
Schweine- 2.0783 1.376 - 
2 chweine- |} 2,0783 0,376 Tl 6 197 2.00 2-16 
1.33 | pankreas |} 1,5214 0,485 |f 
\albs- 6988 568 7" 
i. Kalbs- {} 1,6 . Y,90 | 0.355 2.00 2 12 
1. 33 thymus |f 2,0059 O.874 |{ 




















Zusatz von Guanin und Adenylsiiure, fiir die in Versuch 5 ein 
eispiel gegeben ist. Die bei Zusatz von Oxypurin erhaltenen 
\iminopurinstickstottwerte zeigen, daB unter den von mir an- 

vandten Bedingungen diese Substanzen keine die Fehlerbreite 
von 5°/, tibersteigenden Aminostickstofimengen entwickeln. 

In allen Versuchen erweist es sich fiir die Genauigkeit der 
Krvebnisse als bedeutungslos, ob als Zusatzsubstanzen freie Purine 
oder Nucleotide verwendet werden. 

Die in Tab. 2 wiedergegebenen Versuche sind siimtlich an 
Muskelgewebe angestellt. In zahlreichen anderen Versuchen an 
Leber, Milz, Hoden, Niere, Lunge, ferner an Seeigeleiern habe 
ich mit Hilfe von Gesamtpurinbestimmungen festgestellt, dab zu- 
vesetzte Purinstoffe quantitativ wiedergefunden werden. Infolge 
unvorhergesehener, iuBerer Schwierigkeiten bin ich leider vorliiutig 
verhindert, die Kontrollversuche durch Aminopurinbestimmungen 


an verschiedenen Organen unter Zusatz bekannter Purinmengen 
zu yervollstiindigen. Doch wird auch durch das bisher vorliegende 


\ersuchsmaterial die Brauchbarkeit des in dieser Arbeit an- 
uugegebenen Arbeitsgangs hinlinglich bewiesen. 

Die Frage, ob andere stickstoffhaltige Gewebsbestandteile 
itbestimmt werden, darf fiir die fermentative Guaninbestimmung 
‘| einer an Sicherheit grenzenden Wahrscheinlichkeit verneint 
crden, Fiir die Gesamt- und Aminopurinbestimmung ist diese 
raussetzung vorderhand nicht exakt zu beweisen, doch darf man 

der sehr genauen Ubereinstimmung von Doppelanalysen und 

den mit der Theorie nahezu iibereinstimmenden Werten der 
\usbeutebestimmungen Fehler durch zufillig mitgerissene stick- 
‘Thaltige Substanzen ausschlieBen. Eine wichtige Stiitze fiir 
Spezifitat der Gesamtpurinstickstoff- und der Aminopurin- 
‘kstoffbestimmung bildet endlich die von mir stets festgestellte 
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Tatsache, daB im frischen Muskel der Gesamtpurinstickstoff | 
genau ein Fiinffaches des Aminopurinstickstoffes betriigt. Di. . 
Tatsache stimmt mit den auf Grund ganz anderer Versuche 
G. Embden¥) vertretenen Anschauungen iiberein, daB im frisc 
Muskel nur Aminopurinverbindungen vorkommen. Die Tatsa 
daB gerade bei einem so basenreichen Organ, wie es der fris:|\: 
Muskel darstellt, das Verhiltnis Gesamtpurinstickstoff zu Amino- 
purinstickstoff stets in der Nahe = 5, und vor allem nie auBerlia! 
der Fehlerbreite kleiner als 5 gefunden wird, kann am einfachsie 
erklirt werden, wenn man annimmt, dab die erhaltenen Amino- 
und Gesamtstickstofiwerte ausschlieblich auf Purinverbindunye 
zu beziehen sind, 

Anwendungsbereich der Methode. 

Bei der Frage nach den kleinsten bestimmbaren Purin- 
mengen muf man von denjenigen ausgehen, die man durch 
direkte Analyse erhilt, also von den Werten des Gesamtpurin- 
stickstotis, des Aminopurinstickstofis und des Guaninstickstotis. 
Da die Grenze der quantitativ fillbaren Purinmengen unterhal!) 
der Purinmengen liegt, die zur Austiihrung der angewandten 
Stickstoffbestimmungsmethoden nétig sind, kann man sich ei 
der Diskussion iiber die Anwendungsgrenze der Bestimmung au‘ 
die angewandte Stickstoffbestimmungsmethode beschriinken. 

Mit einer Fehlerbreite von 5°/, lassen sich noch 0,1 mg 
Gesamtpurin- und 0,035 mg Aminopurinstickstoff bestimmen. Fiir 
den fermentativy bestimmten Stickstoff des Guanins liegt die 
Grenze bei der in der vorliegenden Arbeit benutzten Methode 
zur Ammoniakbestimmung etwa bei 0.5 mg. Bei Anwendung 
manometrischer Methoden wird auch hier die Grenze der genau 
bestimmbaren Menge auf 0,1 bis 0,2 mg herabgedriickt werden 
kinnen. Aus diesen Zahlen ergeben sich ohne weiteres die (:e- 
nauigkeitsgrenzen, die fiir die Bestimmung der als Differenzwerte 
ermittelten Adenin- und Oxypurinmengen gelten. 


Zusammenfassung. 

Ks wird ein Arbeitsgang beschrieben, der gestattet, in einer 
einzigen Gewebsportion von 1 bis 3g die gesamten hydrolysicr- 
baren Purine, die gesamten Aminopurine und das gesamte Guani 
quantitativ zu bestimmen. Aus diesen Werten kann der Gesant- 
gehalt des Gewebes an Adenin und an Oxypurinverbindungen durc!i 
Bildung der entsprechenden Differenzwerte berechnet werden. 


1) Diese Z. 179, 149 (1928), 
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Zum EiweifSproblem: Uber die Methylierung von Arginin. 
Von 
Walther Zimmermann und Attilio Canzanelli. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mai 1933.) 








Man hat wiederholt und zum Teil mit Erfolg versucht, Ki- 
weiBstoffe derart zu verindern, daB man aus den substituierten 
Produkten der Hydrolyse auf die endstindigen, also fiir chemische 
Eingriffe zugiinglichen Gruppen Schliisse ziehen konnte. So fand 
Kapfhammer?) im Harn eines Hundes, der mit dem Hydrolysat 
yon methyliertem Casein gefiittert war, «-Lysinbetain und konnte 
dadurch wahrscheinlich machen, daB die «-Aminogruppe des 
Lysins im Casein nicht besetzt sei.?) Dirr’%) berichtete iiber 
Isolierung eines Monomethylarginins aus methyliertem Clupein. 
Dirr und Felix‘) beobachteten ferner, daB nach der Benzoy- 
lierung des Clupeins die Hydrolyse ein Molekiil Arginin zu 
Ornithin aufspaltet. Rogozinski®) fand schon 1912, da bei der 
Methylierung von Clupein der Arginingehalt von 88°/, auf 29 bis 
38°/, absinkt. Ahnliches fanden Skraup und Krause’) bei der 
Methylierung von Casein; wir beobachteten es jetzt bei der Me- 
thylierung von Gelatine. Die Trennung von so entstehenden 
Methylkérpern und Betainen ist zurzeit noch mit groBen Schwierig- 
keiten verkniipft, da iiber das analytische Verhalten dieser Stoffe 
fast nichts bekannt ist, Vorbearbeiter haben sich meistens nicht 
dafiir interessiert. Es ergab sich daher erneut die Notwendig- 
keit, Basen zu methylieren und die Reaktionsprodukte auf ihr 
Verhalten zu untersuchen. Unsere Versuche, die wir mit dem 
Arginin begannen, wurden dadurch interessant und merkwiirdig, 
dal wir bei scheinbar nur geringer Abiinderung des Methylierungs- 
verfahrens zu zwei Isomeren gelangten, die durch die Annahme 
einer _Ester—Betain-isomerie nicht erklirt werden kénnen. 

Als wir Argininsalze mit Dimethylsulfat und einem Uber- 
schu8 von Magnesiumoxyd methylierten, erhielten wir ein Trimethyl- 
derivat: dieses ergab andere Salze, als das Produkt, das mit 
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Bariumcarbonat, Baryt und Dimethylsulfat entsteht. Letzterer 
Methode bedienten sich erstmalig Engeland und Kutscher’ 
fiir Arginin. Sie beschreiben das Goldsalz eines Tetramethyl— 
Arginins, wahrend wir bei all unseren Versuchen nur ein Trimethyl- 
produkt erhielten. Ob es mit dem von Engeland und Kutscher 
erhaltenen Produkt identisch ist (der Schmelzpunkt ihres Gold- 
salzes stimmt mit unserem iiberein), kénnen wir nicht entscheiden, 
Trotzdem nennen wir es im folgenden ,,Engelandsalz“, weil es 
nach der Methode der genannten Forscher gewonnen war. Die 
Konstitutionsermittlung ergab, daf8 bei der Methylierung mit 
Magnesiumoxyd und Dimethylsulfat das ¢-Betain des Arginins 
entsteht. Die Methylierung geht gewéhnlich mit einer Racemi- 
sierung einher. Ein einziges Mal haben wir ein rechtsdrehendes 
Produkt erhalten, das nach 16 Stunden racemisch geworden war; 
aber diesen Versuch haben wir nicht reproduzieren kénnen, die 
Substanz racemisiert sich also mindestens sehr leicht. Den Kon- 
stitutionsbeweis haben wir in iiblicher Weise gefiihrt. Durch 
Barytspaltung entsteht aus dem Priparat Harnstoff und Ornithin- 
a-betain. Dieselbe Substanz konnten wir in schlechter Ausbeute 
aus d-Benzoylornithin gewinnen; in der Hauptmenge verlief diese 
Methylierung unter Abspaltung der d-Benzoylgruppe. 

Beim Engelandsalz dagegen verschwanden bei der Baryt- 
spaltung zwei Methylgruppen mit dem Harnstoffrest. Die dritte 
Methylgruppe bleibt am Ornithinrest zuriick und muf an der 
a-Aminogruppe sitzen. Denn mit dem friiher hergestellten )-Methyl- 
ornithin®) bzw. seinem Piperidon ist das entstandene Spalt- 
produkt nicht identisch, da Schmelzpunkte und Léslichkeits- 
verhiltnisse deutlich voneinander abweichen. Fiir die angenom- 
mene Konstitution des Engelandproduktes ist sein Verhalten bei 
der van Slykebestimmung wesentlich. Ein am 0-Stickstoffatom 
methyliertes Arginin sollte noch van Slykestickstoff geben und zwar 
an der g-Aminogruppe, ein am «-Stickstoffatom methyliertes da- 
gegen nicht mehr. Die Engelandbase gab unter den fiir «-Amino- 
gruppen iiblichen Bedingungen keinen van Slykestickstoff. Min- 
destens eine Methylgruppe befindet sich also am «-Stickstoffatom. 
Ferner gelang es uns, vom Engelandsalz ein Spaltprodukt zu er- 
halten, in dem wohl die Iminogruppe des Guanidinkerns verseift 
war, also ein Citrullinderivat vorlag. Diese Reaktion geht ohne 
Verschwinden von Methylgruppen vor sich. Das Produkt wird 
nach zweistiindigem Kochen mit Barytwasser erhalten. Das zu- 
vor beschriebene «-Betain dagegen war nach dieser Zeit bereits 
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vollig ins Ornithin-betain verwandelt. Das Engelandsalz ist also 
wesentlich schwerer verseifbar. Dazu kommt ferner, daB die 
Eigenschaften des «-Methylornithins*) bzw. seines Piperidons 
mit denen des Barytspaltungsproduktes iibereinstimmen. Misch- 
zersetzungspunkte sind nicht deprimiert, doch hat dieser Befund 
keine groBe Beweiskraft. 


NH NH, \NH \NH NH, 

CH, CH, CH, CH, CH, 

CH, -» CH, CH, —» Ch —~ OH, 

CH, CH, CH, CH, CH, 

CH. N(CH.) CH-N(CH,), CH -NHCH, CH-NH-CH, CH. NHCH, 

0X0 C0 Cx 0H Cx OH CxOH 
Arginin-«-betain Engeland-produkt 


Ein solches Verhalten bei Verwendung verschiedener Alkalien 
iiberrascht zuniichst. Es kénnte verschiedene Griinde haben. Wir 
beobachteten, da8 das Engelandsalz immer entsteht, wenn wihrend 
und am SchluB der Reaktion das Gemisch sauer wird, ganz gleich, ob 
man unzureichende Mengen Natronlauge, Magnesiumoxyd oder ein 
anderes Alkali verwendet. Es handelt sich wohl um eine sekun- 
dire Umlagerung des zuerst entstehenden e-Betains. Dafiir lassen 
sich noch andere Beweise anfiihren: 1. Das @-Betain geht durch 
Methylieren nach Engeland ins Engelandsalz itiber. Dieses wird 
mit Magnesiumoxyd und Dimethylsulfat nicht mehr weitermethyliert. 
2. Aus Priparaten, die mit Baryt, Bariumcarbonat und der 4 fachen 
Menge Dimethylsulfat entstanden waren, konnten wir nach der 
Barytspaltung das leichter lésliche Ornithin-c-betain-pikrat und 
das schwerer lésliche Methylaminopiperidon-pikrat durch fraktio- 
nierte Krystallisation isolieren. Diese Priparate entstammen also 
einem Gemisch der beiden Kérper und damit wird wabhrschein- 
lich, daB auch die Engelandmethylierung iiber das «-Betain ver- 
liuft. 3. Das in Wasser ziemlich lésliche a-Formylarginin kann 
weder mit Magnesiumoxyd und Dimethylsulfat, noch nach Enge- 
land noch mit Natronlauge und Dimethylsulfat bei 50° methyliert 
werden, In allen Fallen erhielten wir nach der Hydrolyse nur 
das sehr schwer lésliche Arginin-monoflavianat, niemals aber das 
typische, leichter lésliche Methylarginin-diflavianat. 

Unsere Auffassung geht also dahin, daB der Guanidinkern 
des Arginins im Eiweifmolekiil nicht methyliert werden kann 


15* 
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unter Versuchsbedingungen, die die Peptidbindung intakt lassen, 
Alle isolierten Produkte, die im Guanidinkern Methylgruppen 
tragen, entstehen wohl durch Umlagerung primar in @-Stellung 
befindlicher Methylgruppen. Wenn man aus methyliertem Hiweif 
kein Methylarginin erhalten kann, so kann man daraus nicht 
schlieBen, daB der Guanidinkern irgendwie substituiert war. Warum 
ein Teil des Arginins durch die Methylierung zerstért wird, ist 
Gegenstand unserer weiteren Untersuchung. 

Der Rockefeller Foundation schulden wir Dank fiir Mittel 
zur Durchfiihrung dieser Arbeit. 


Versuchsteil. 


Arginin-c-betain. 2g Arginindinitrat = 1,16 g Arginin werden 
in 40 ccm Wasser gelést, mit 6 g Magnesiumoxyd und mit 8 ccm 
Dimethylsulfat bei 40—45° energisch geschiittelt. 

Nach einer Stunde wird durch Kieselgur abgesaugt, mit Wasser nach- 
gewaschen, zum Filtrat 10 ccm verdiinnte Schwefelsiure und 4 g Flavian- 
siure in 30 ccm Wasser gelést gegeben. Die ausgeschiedenen Nadelchen 
werden abgesaugt, mit Wasser und mit Alkohol gewaschen. 4,15 g=74° , 
Ausbeute aus Wasser. Schmelzp. 190° unter Zersetzung. 

5,365 mg Subst.: 8,11 mg CO,, 1,91 mg H,O. — 5,120 mg Subst.: 
0,585 eem N, (21°, 751 mm). — 16,87 mg Subst.: 9,19 mg BaSO,. 

Arginin-a-betain-diflavianat C,,H,.0,,N,S, (844,61). 

Ber. C 41,22 H3,82 N 13,27  S 7,59 
Gef. ,, 41,22 ,,8,98 ,, 18,11 ,, 7,48. 

Aus dem Flavianat wird mit Schwefelsiure, Butanol und Baryt die 
freie Base gewonnen und mit einem Uberschub wiBriger Pikrinsiurelésung 
gefaillt. Das Pikrat, aus wenig Wasser umkrystallisiert, bildet schiefe 
Rhomben. Schmelzp. 168—169°. 

5,208 mg Subst.: 7,17 mg CO,, 1,86 mg H,O. — 4,597 mg Subst.: 
0,835 mg N, (22°, 752 mm). 

Arginin-a-betain-dipikrat C,,H,,0,,N,) (674,42). 

Ber. C 37,38 H 3,89 N 20,78 
Gef. ,, 37,55 » 4,00 »» 20,80. 

Die Substanz gibt kein Methoxyl, ist also kein Ester. Die freie Base 
gibt ferner Fillungen mit Pikrolonsiiure, Brompikrolonsiure und Rufian- 
siure, sie gibt die Sakaguchische Farbenreaktion. 


Das Flavianat wird mit Salzsiure und Butylalkohol ins 
Chlorid verwandelt und dieses mit Goldchlorid gefillt. Es ent- 
steht ein Gemisch von Stibchen und 6eckigen Krystallen mit 
starker Lichtbrechung. Umkrystallisiert aus Wasser: lange Balk- 
chen, die auf 2 Mol. Base 3 Mol. Goldchlorid-chlorwasserstoffsiure 
enthalten. Schmelzp. 195—197°, 
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7,530, 12,150 mg Subst.: 4,08, 6,59 mg CO,, 1,97, 3,29mg H,O, 3,060 mg 
Au. — 8,521 mg Subst.: 0,561 cem N, (23°, 754 mm). 

Arginin-«-betain-sesquichloroaurat C,,H,.O,N,(HAuCl,), (1452,61) 

Ber. C 14,87 H 2,98 N 17,72 Au 40,73 

Gef. ,, 14,78, 14,79 ,, 2,983,303 ,, 7,53 40,63. 

Umkrystallisiert aus Salzsiure+Goldchlorid. Derbe Krystalle, 
ein Dichloroaurat. Schmelzpunkt: sintert und schmilzt bei 190° 

10,720, 12,610 mg Subst.: 4,73, 5,69 mg CO,, 2,50, 2,93 mg H,O, 4,69 mg 


Au. — 6,490 mg Subst.: 0,355 cem N, (24°, 754 mm). 
Arginin-a-betain-dichloroaurat C,H,,O.N,(HAuCl,). (896,21) 
Ber. C 12,03 H 2,46 N 6,25 Au 44,01 
Gef. ,, 12,03, 12,30 ,, 2,61,2,60 ,, 624  ,, 43,75. 


Optische Untersuchung. 0,121 g des Dichloroaurats werden in 5 cem 
Wasser durch Erwirmen gelést, Schwefelwasserstoff eingeleitet, nach 10’ 
auf Kieselgur abgesaugt, mit 4mal 1 cem Wasser nachgewaschen, das 
Filtrat auf 10 cem aufgefillt und polarisiert. [«]p fiir das Chlorhydrat 
der Base in Salzsiiure nach }/, stiindigem Arbeiten: +16,6° nach 16 Stunden 
racemisch. Diesen Versuch haben wir nicht reproduzieren kénnen, sondern 
in allen anderen Fillen von Anfang an racemische Lésungen erhalten. 
Uber eine iihnliche Selbstracemisation von Argininderivaten, die in «-Stellung 
an einen Ring gebunden sind, berichtete Bergmann.") 

Barytspaltung der Base. 1,6 g des Flavianats werden mit Salzsiiure 
und Butanol ins Chlorid verwandelt, die Liésung eingeengt. Der Sirup, 
der nicht krystallisierte, wurde in 20 cem Wasser nach Zusatz von 4,2 g 
Barythydrat bis zum Verschwinden der Sakaguchischen Reaktion 2 Stunden 
gekocht, dann mit CO, neutralisiert und das Filtrat eingeengt, mit Phosphor- 
wolframsiure gefillt und das Phosphorwolframat ins Sulfat verwandelt. 
Die Base wird dann aus schwach schwefelsaurer Lésung als Flavianat ab- 
geschieden. Schmelzp. 240—242° Zers. 1,4 g = 95°/, Ausbeute. 

4,605 mg Subst.: 0,413 ecem N, (21°, 755 mm). 

Ornithin-«-betain-diflavianat C,,H,,0,,N,S, (802,56) 
Ber. N 10,24 Gef. N 10,35. 
Im Phosphorwolframsiurefiltrat kann Harnstoff (nach Entfernen der 
Phosphorwolframsiure) als Dixanthylverbindung nachgewiesen werden. 
In schwach schwefelsaurer Lésung gibt die Base Fiillungen mit Pi- 
krolonsiure, Brompikrolonsiure und alkoholischer Pikrinsiure. Aus heiBem 
Wasser krystallisierte das Dipikrat mit 1 Mol. Krystallwasser in rhombischen 
Tafelchen vom Schmelzp. 91°. Krystallwasserfrei: Schmelzpunkt: sintert bei 
103° und zersetzt sich bei 118—120°. Das Krystallwasser wird leicht wieder 
angezogen. Schmelzpunkt nach einem Monat 92°. 
Beim Trocknen iiber P,O, im Vakuum bei 60° bis zur Konstanz ver- 
loren: 29,87, 0,730 mg H,O. — 5,240 mg Subst.: 7,34 mg CO,, 1,91 mg H,0. 
— 4,330 mg Subst.: 0,677 cem N, (21°, 750 mm). 
Ornithin-a-betain-dipikrat C,,H,,0,,N, (632,37) + 1H,O 
Ber. C 37,97 H383 N 17,72 H,O 2,77 
Gef. , 3820 , 408 ., 17,92 (Dy 

im nicht getrockneten: 5,244 mg Subst.: 7,14 mg CO,, 1,95 mg H,O. 
Ber. C 36,91 H 4,03 
Geof. , 37,18 , 416. 
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Synthese des Ornithin-«-betains. 3 g d-Benzoylornithin werden 
in 120 ccm Wasser mit 20 g Magnesiumoxyd und 20 ccm Di- 
methylsulfat bei 40—45° geschiittelt. Nach 45’ wird durch Kiesel- 
gur filtriert, mit 5 ccm 50°/,iger Schwefelsiure 5 Stunden unter 
RiickfluBkiihlung verseift. Nach dem Erkalten wird mit Baryt 
alkalisch, dann mit Schwefelsiure sauer filtriert und mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt, das Phosphorwolframat mit Baryt zersetzt 
und die Base bei schwach schwefelsaurer Reaktion mit 6 g Flavian- 
siiure gefallt. Zunichst entsteht eine Fiallung von 1,7 g eines 
hochmethylierten Produkts, das wohl vom Myokynin herstammt 
und deshalb nicht naher untersucht wurde. Aus dem Filtrat 
davon schieden sich noch 0,27 g Krystalle aus. Sie gaben Salze, 
die mit den vorher beschriebenen, durch Spaltung des methylierten 
Arginins erhaltenen in jeder Beziehung iibereinstimmen. Das 
Pikrat zeigte keine Schmelzpunktsdepression. 

5,780 mg Subst.: 7,89 mg CO,, 2,10 mg H,0. 

Gef. C 37,23 H 4,07. 

Methylierung nach Engeland und Kutscher’): Trimethylarginin. 
Zu 0,5 g Arginincarbonat in 20 ccm Wasser wird Bariumcarbonat 
und Barytwasser gegeben bis zur curcumaalkalischen Reaktion. 
auf 37° erwarmt und unter Schiitteln und Alkalischhalten mit 
Barytwasser 5 ccm Dimethylsulfat eingetragen. 1 Stunde nach 
Beginn der Reaktion wird die Lésung 6 Stunden zur Hydrolyse 
der Monomethylschwefelsiiure gekocht. (Spiiter haben wir manchmal 
mit Schwefelsiure das Barium ausgefillt und aus dieser stark 
sauren Lisung sofort oder nach dem Kinengen auf dem Wasserbad 
das gleiche Flavianat erhalten.) Die barium- und schwefelsiure- 
freie Lésung wird stark eingeengt und darin 2g reine Flavian- 
siure durch Erwirmen gelist. Beim Stehen krystallisieren all- 
mihlich 1,20 g kleine Nadelchen. Das gleiche Produkt entstelt 
auch aus Argininnitrat mit ungefihr 66—75°/, Ausbeute. Der 
Zersetzungspunkt schwankt, aber gewohnlich fanden wir 225—228°. 

5,197 mg Subst.: 7,80 mg CO,, 1,99 mg H,O. 

Trimethylarginin-diflavianat C,,.H,,0,,.N,S, (844,61) 
Ber. C 41,22 H 3,82 Gef. C 40,93 H 4,28. 

Das Chlorid iiefert mit Goldchlorid nach dem Umkrystalli- 
sieren aus verdiinnter Salzsiiure und Goldchlorid einheitliche 
Prismen; Schmelzpunkt: sintert etwas bei 168° und _ schmilzt 
bei 174°. 


11,150, 12,650, 12,300 mg Subst.: 4,98, 5,70, 5,45 mg CO,, 2,65, 2,80, 
2,94 mg H,O, 4,855, 5,510, 5,365 mg Au. 
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Trimethylarginin-dichloroaurat C,H,,0,N,(HAuCl,), (896,35) 
Ber. C 12,03 H 2,46 N 6,25 Au 44,01 
Gef. ,, 12,18, 12,28, 12,09 ,, 2,64, 2,47, 2,67 » 48,54, 43,56, 43,62. 

Tetramethylarginin C,,H,,O,N,Au,Cl, (910,36) 

Ber. C 13,29 H 2,66 Au 43,33. 

Das Chloroaurat enthilt kein Methoxyl, ist also kein Ester. 
Die Lésung der freien Base gibt unter den Bedingungen fiir 
a-Aminogruppen keinen van Slykestickstoff. Die aus dem Chloro- 
aurat bereitete Liésung der Base drehte die Ebene des _ polari- 
sierten Lichtes nicht. Die Sakaguchische Farbenreaktion war 
positiv, doch glauben wir, daB dieser Befund auf einer geringen 
Verunreinigung mit dem q@-Betain beruht, das durch Umkrystalli- 
sieren der Flavianate nicht entfernt werden kann. 


1. Barytspaltung. 3g des Flavianats werden mit 60 ccm 
Wasser und 12,5 g Barythydrat 2 Stunden unter RiickfluB gekocht, 
filtriert, mit Kohlensiure neutralisiert und aus dem bariumfreien 
Filtrat mit 6g Flaviansiure 1,5¢ = 77°/, Flavianat abgeschieden. Aus 
Wasser umkrystallisiert. Schmelzp.235° Zers. Daraus mit alkoholi- 
scher Pikrinsiure ein in Nadeln (aus Wasser) krystallisierendes 
Pikrat, Zersetzungsp. 214—216° Es handelt sich um ein Mono- 
pikrat einer Base, in der wohl die Iminogruppe durch O er- 
setzt ist. 

5,502, 4,855 mg Subst.: 8,13, 7,15 mg CO,, 2,49, 2,18 mg H,O. — 3,895, 
4,758 mg Subst.: 0,629 (18°, 755 mm), 0,764 (19°, 760 mm) cem N,. 

Trimethyleitrullin-pikrat? C,,H,.0,.N, (446,32) 


Ber. C 40,35 H 4,97 N 18,84 
Gef. ,, 40,29, 40,17 ,, 5,06, 5,03 ,, 18,82, 18,77. 


2. Barytspaltung. 4g des Engelandflavianats werden mit 
80 com Wasser und 17g Barythydrat im Olbad unter RiickfluB 
51/, Stunden gekocht, abgesaugt, mit CO, neutralisiert, filtriert und 
aus der eingeengten, schwach schwefelsauren Liésung mit 8 g Flavian- 
siure in 40ccm Wasser 2,1 g = 96°/, Flavianat abgeschieden. Nach 
dem Umkrystallisieren aus 35 com Wasser Schmelzp.222—223° Zers. 
Beim Trocknen entweicht kein Krystallwasser. Das Flavianat des 
6-Amino-N-methylpiperidons (aus 0-Methylornithin) dagegen schmilzt 
bei 260—262°. Wir gewannen es aus dem Pikrat. 


5,070, 5,295 mg Subst.: 7,78, 8,07 mg CO,, 1,99, 2,04 mg H,O. — 
4,985 mg Subst.: 0,503 eem N, (22°, 761 mm). 
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a-Methylornithinflavianat C,,.H,.0,,.N,S (460,34) 


Ber. C 41,73 H 4,38 N 12,17 
Gef. ,, 41,85, 41,57 ,, 4,39,4,81 ,, 11,69. 


Das Pikrat davon (aus Wasser) Balkchen vom Schmelzp. 205 


bis 206°. Mischschmelzpunkt mit dem §-Amino-N-methylpiperidon 
wohl etwas erniedrigt. Das Praparat ist recht schwer léslich in 
heiBem Athanol, wenig léslich in heiSem Methanol. Das £-Amino- 
N-methylpiperidon®) dagegen kann aus Methyl- und Athylalkohol 
leicht umkrystallisiert werden. 


5,175, 5,172 mg Subst.: 7,63, 7,68 mg CO,, 2,24, 2,25 mg H,O. — 


4,680 mg Subst.: 0,768 cem N, (21°, 761 mm). 


8-Methylamino-piperidon-pikrat C,,H,,O,N, (357,23) 
Ber. C 40,33 H 4,23 N 19,61 
Gef. ,, 40,17, 40,49 ,, 4,85,4,87 ,, 19,08. 


Priiparate gleicher Eigenschaften kann man durch Spaltung des 


«-Toluolsulfo-a-Methyl-d-Benzoylornithins (Steib)"! erhalten. 


Da die Analysen des Pikrats auch eine Deutung auf ein Di-methy|- 


ornithin-pikrat + 1H,O zulassen, haben wir das Chloroaurat dargestellt, bei 
dem der Analysenunterschied deutlicher zutage tritt. Aus Wasser unter Zu- 
satz von Goldchlorid umkrystallisiert: lange Nadeln, Schmelzp. 130—132°, 


Methylornithin-chloroaurat C,H,,O,N,AuCl, (486,21) 
11,910, 12,130 mg Subst.: 6,40, 6,58 mg CO,, 3,08, 3,17 mg H,0, 


4,85 mg Au. 
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. Diese Z. 155, 282 (1926). 


Ber. 
Gef. 


C 14,81 H 3, 
,, 14,66, 14,79 ,, 2, 
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Zur Biochemie der Carotinoide und des Vitamins C 
(Ascorbinsaure.) 
Von 
Hans vy. Euler und Erika Klussmann 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juni 1933.) 


Nachdem es gelungen ist, die Konstitution der Vitamine A 
und C aufzukliren, sind die Voraussetzungen vorhanden, iiber die 
Entstehung dieser Vitamine im Pflanzen- und Tierreich Einblick 
zu gewinnen. Die nachstehenden Beobachtungen betreffen das 
Auftreten und die Mengen der Vitamine A und C im Tier- 
kirper und in einigen Pflanzenorganen. 


I, Carotinoide und Vitamin A in Tieren. 

Hoéhere Raubtiere kénnen Vitamin A als solches aus fremden 
tierischen Organen gewinnen. Ganz iiberwiegend dient aber als 
Quelle des Vitamins A das Carotin. Nachdem dieses Ergebnis 
feststeht, bleibt noch die Frage offen, wie das Carotin in das 
Blut gelangt, und wie es weiter zu Vitamin A verarbeitet wird. 
Das durch den Verdauungstraktus aufgenommene Carotin mud 
die Darmwand durchdringen. In dieser Hinsicht bestand eine 
wesentliche Liicke in unserem Verstindnis fiir die Carotin- 
resorption, insofern Carotin einerseits im kolloiden Zustand Mem- 
branen nicht durchdringt, andererseits in Wasser nicht molekular- 
dispers léslich ist. Ferner erwies sich der Lésungszustand des 
Carotins im Blutserum als nicht kolloidal. 

Diese Liicke wird ausgefiillt durch unseren Befund, daB 
Carotin und Carotinoide iiberhaupt durch gallensaure Salze in 
echte Lésung gebracht werden kénnen. DaB Carotin in Cholat- 
ljsungen sich in einem anderen Liésungszustand befindet als in 
Wasser, geht am besten aus dem Vergleich der Spektren dieser 
Lisungen hervor. Das Spektrum der Carotin—Cholatlésung ist 
nimlich gegen dasjenige der kolloid-wiBrigen Lisungen') um etwa 
20 mu verschoben; eine Verinderung ist also eingetreten, welche 
weit auBerhalb der Beobachtungsfehler liegt. 

Die Auflésung des Carotins in Natriumsalzen von Gallen- 
siuren geht sehr langsam vor sich. Verwendet man etwa 1°/,ige 
wibrige Lésungen von Cholsiure oder Desoxycholsiure in n-Natron- 
lauge, stumpft mit HCl bis auf p, = 8,5 ab und schiittelt diese 


. *) Euler, Hellstrém, Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10B 
Nr. 18 (1931). 
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Lisung mit fein gepulvertem Carotin, so gehen bei Zimmertempe- 
ratur in Tagen nur unbedeutende Carotinmengen in Lisung, 
Erhitzt man auf etwa 80° in zugeschmolzenen Rohren, so firh; 
sich die Lésung nach etwa 6 Stunden schwach gelblich. Dic 
Lisung des Carotins durch gallensaure Salze wird deutlich he. 
fordert durch Zusatz von Aminosiuren wie Alanin, was vermut- 
lich auf einer Komplexbildung zwischen der Aminosiure und der 
Gallensiiure beruht; solche gepaarte Gallensiuren, z. B. Glykochol. 
siure aus Glykokoll und Cholsiure sind ja seit langem bekannt, 
Am besten bringt man Carotin mit gallensauren Salzen 
in Lésung, wenn man es mit der betr. Gallensiure 
(unter LuftausschluB) schmilzt und die Schmelze in Alkal: 
auflést. Allem Anschein nach ist auch in dieser Hinsicht die 
Desoxycholsaure wirksamer als die Cholsdure. 

Zur Charakterisierung dieses Lésungsvorganges haben wir auch ver- 
gleichende Versuche mit anderen Fettsiuren, sowie mit Cholesterin und 
Ergosterin angestellt. In allen diesen Fallen erwies sich der Lésungsetfekt 
sehr viel kleiner, so daB eine gewisse Spezifitét der Gallensduren, be. 
sonders der Desoxycholsiure, besteht. Es bleibt in dieser Hinsicht nur 
noch zu untersuchen, in welchem Grad die Oberflichenspannung der Cholat- 
lésungen an diesem Effekt beteiligt ist. Wieland und Sorge’) hatten 
eine solche Lésungswirkung von Gallensiiuren gegeniiber Naphthalin, Xylol, 
Cholesterin, Strychnin, Azobenzol und Campher gefunden und auf die An- 
lagerungsfihigkeit der Gallensiuren an diese Stoffe zuriickgefiibrt. 

Wieland betont bei der Besprechung seines ,,Choleinsiiure- 
prinzips*. daB nach Auffassung der modernen Stoffwechsel- 
physiologie die durch den Magendarmkanal dem Organismus zu- 
gefiihrten Stoffe in wasserlésliche Form gebracht werden miisseu, 
und daB in dieser Hinsicht das ,,Choleinsiiureprinzip* eine wichtige 
Rolle fiir manche Lipoide spielt. Wdahrend nun die von Wieland 
in dieser Hinsicht gepriiften Stoffe — abgesehen von Cholesterin — 
nicht in normale physiologische Vorgiinge eingreifen und auch von 
Wieland hinsichtlich der Permeabilitit nicht untersucht worden 
sind, spielt die Aufnahme des Carotins (wie wohl auch manches 
anderen Carotinoids) eine biologisch wichtige Rolle. Durch Ver- 
suche mit Schweinedarm haben wir experimentell nachgewieseu, 
daB Carotin aus seiner Lésung mit gallensauren Salzen mit er- 
heblicher Geschwindigkeit in eine SuBere, schwach alkalische 
Lisung herausdiffundiert. 

Hat also aus dem lebenden Darm eine solche Resorption 


des Carotins durch Vermittlung von Gallenbestandteilen statt- 











Diese Z. 97, 1 (1916). 
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gefunden, so mub nachher das Carotin offenbar wieder frei- 
gemacht werden. Dies tritt ein, sobald das Medium ein ge- 
wisses p,, unterschreitet — etwa 7—7,5 — oder wenn die 
Gallensiuren bzw. ihre Salze von anderen Stoffen, die das 


Carotin verdriingen, gebunden werden. Eine solche Verdriingung 
findet, wie einige Versuche gezeigt haben, in der Leber statt. 

Andere Carotinoide und gallensaure Salze. Der beschriebene 
Lisungseffekt tritt nicht nur bei Carotin ein; wir haben ibn bis jetzt auch 
bei Xanthophyll und Zeaxanthin nachgewiesen; vermutlich ist er allen 
Carotinoiden eigen.') Durch die Gallensiiuren, besonders durch die Des- 
oxycholsiiure werden die Carotinoide, indem sie in wiBrige Lésung gehen, 
in eine in der wiBrigen Phase reaktionsfihige Form gebracht, wihrend 
sie sonst nur als fettlisliche Stoffe reagieren. Diese Reaktionen in wiiBriger 
Phase sind fiir manche Umwandlungen des Carotins von Bedeutung, wie 
fiir diejenige in Sexualhormone, besonders in Vitamin A. 

Auf die Léslichkeit der Carotinoide in Phosphatiden, Lecithin, Lipoiden 
und Proteinen, welche mit Carotinoiden Komplexe bilden’), kommen wir an 
anderer Stelle zuriick. Phosphatide kommen nicht nur fiir Carotin in Blut- 
serum, sondern auch fiir die wiBrigen Sifte der Mohrriiben und der Tomate 
in Betracht. Dies gilt auch fiir die carotinhaltigen Extrakte, welche man 
nach den sehr bemerkenswerten Beobachtungen von E. Lénnberg’) aus 
Eyertebraten gewinnt. Besonders scheint uns der Lésungszustand der 
Carotinoide im Eidotter von Interesse. 


Carotin und Vitamin Aim Hiihnereidotter. DaB in die 
Carotinoide des Hiihnereidotters Carotin nur in geringem Grad 
eingeht, haben bereits Willstatter und Escher‘) angegeben. 
Nach Euler und Hellstrém') ist Carotin ,allerdings ein Be- 
standteil des Eidotters, es kommt aber in demselben in so ge- 
ringer Konzentration vor, daB es an den a. a. O. gegebenen 
Lovibondwerten wohl nicht wesentlich beteiligt ist.“ Beziiglich 
der Natur der Dottercarotinoide sei auf die Arbeiten von Hans 
Fischer, Karrer, sowie Kuhn verwiesen. Vor etwa 1 Jahr 
fanden Euler und Klussmann per Gramm Eidotter etwa 0,7 7 
Carotin. Dieses Resultat war an Wintereiern gewonnen worden. 

Bei einer Wiederholung mit Eidottern, deren tiefe gelbe 
Farbe schon einen héheren Carotinoidgehalt andeutete, haben 
wir neue Versuche angestellt. Dabei kam auch eine in mehr- 
facher Hinsicht verbesserte Methodik zur Verwendung. Wie friiher 


') Mit Vitamin A haben wir noch keine solchen Versuche angestellt; 
man kann annehmen, daB die Verhiltnisse hier dihnlich liegen, so daB auch 
Vitamin A wasserlislich werden kann. 

*) z. B. in Farbstoff aus Asterias rubens (Hellstrém). 
*) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Zool. 26A, Nr. 1 (1932). 


*) Diese Z. 76, 214 (1911). 5) Biochem. Z. 211, 252 (1929). 
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wurden die Eidotter mit Alkohol verriihrt, mit Ather extrahiert, 
verseift, die Sterine ausgefroren und der ‘getrocknete Riickstand 
in Chloroform aufgenommen.’) Diese gereinigte Loésung zeizte 
ebensowenig wie in vorhergehenden Versuchen”) eine charakte. 
ristische Vitamin-A-Absorption in Ultraviolett bei 328 my. Die 
SbCl,-Reaktion gab aber im Spektrum ein deutliches Absorptions. 
maximum bei 620 mu, was fiir Vitamin A charakteristisch ist, 
und die Vitamin-A-Menge des Eidotters konnte quantitatiy ge. 
messen werden durch spektrophotometrischen Vergleich zwischen 
SbCl,-Reaktion von Eidotterextrakt und reinen Standardpraparaten 
von Professor P. Karrer.*) Dabei konnte auch konstatiert werden, 
daB die SbCl,-Reaktion von Eidotterextrakt nur ein Band bei 
620 mu gibt, was darauf hindeutet, daB der Begleitstoff yon 
Vitamin A, der ein Absorptionsmaximum bei 580 my verursacht, 
nicht vorhanden ist. 

Herr Dr. Hellstrém hatte die Freundlichkeit, an den folgenden Be- 
stimmungen teilzunehmen. Dabei wurden die nachstehenden Bedingungen 
genau eingehalten: 

Wir mischten 
2 ccm gesittigte SbCl,-Lésung (Standardkonzentration des Medical Research 

Council, Cod-liver oil color test Sub-Committee, 1931), und 
0,2 cem der zu untersuchenden Probe. Die Konzentrationen dieser Proben 
betrugen: 
Fiir Vitamin-A-Standard: 5 mg/100 ccm, 5 mg/150 cem und 5 mg/200 cen, 
Fiir Eidotterextrakt: 4 g/eem und 2,66 g/ecm. 

Als Lichtquelle wurde eine Point-light-Lampe verwendet, und die 
Expositionszeit betrug 3 Sekunden. Zwei Personen arbeiteten bei der Unter- 
suchung zusammen, E.K. priiparierte und mischte die Reaktionsfliissigkeiten, 
H.H. machte die Zeitaufnahme und Exponierung. Dadurch konnte die Zeit 
der Vermischung bis zur Exposition auf 3 Sekunden beschrinkt werden. 
In dieser Weise wurden die folgenden Zahlen gewonnen: 

0,2 ccm Vitamin-A-Konz. 0,05 mg/cem gibt mit 2 eemSbCl, log I,/I = 0,93em™! 


0,2. ,, ” ” 0,033 ,, » 9» 2 9 » L/I = 0,66 ,, 
0,2, ” ” 0,025 _,, 9 99 2 yg » 1/I = 0,56 
0,2 ,, Eidotterextrakt 4 g/ecm a? 2 » 1/1 = 0,65 
0,2. ,, ” 2,6 g/ecm 9» 99 2 oy ” 1/1 = 0,59 _,, 


Daraus ergibt sich fir 1 g Eidotter ein Vitamin-A-Gehalt 
von 9y. In unserer friiheren Mitteilung wurde Vitamin A nur quali- 


') Es zeigte sich, daB trotz des Ausfrierens die Chloroformlésung noch 
Cholesterin enthielt. Eigelb ist reich an Cholesterin (etwa 2°/,). 





*) Euler u. Klussmann, Diese Z. 208, 50 (1932). 

*) Wie Prof. Karrer uns bei Zusendung seiner beiden Vitamin-A- 
Fraktionen im Februar freundlichst mitgeteilt hat, gibt die 6-Fraktion mit 
SbCl, ein Absorptionsmaximum bei 622 mu. Vgl. auch die Absorptionsangaben 
von Wolff u. Mitarb., Proc. Akad. Wetensch. Amsterdam 85, 1347 (1932). 
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tatiyv nachgewlesen. Es liegt nun — und zwar wohl zum ersten- 
mal — eine quantitative Bestimmung von Vitamin A im 
Eidotter vor. 

Im Anschlu8 hieran erschien es uns notwendig, am gleichen 
Material eine Carotinbestimmung auszufiihren. Der nach oben 
heschriebener Weise vorbereitete Eidotterextrakt wurde weiter 
auf Carotin verarbeitet. Die chloroformische Lésung wurde ein- 
gedunstet und der Riickstand in Petrolither itbergefiihrt. Diese 
Lisung wurde mit 90°/,igem Methylalkohol ausgeschiittelt, bis die 
Methylalkohollésung nicht mehr gefirbt wurde. Die Petrolather- 
schicht war auf Grund des Carotingehaltes tief rotgelb. Nach 
Uberfiihrung in Chloroform wurde der Carotingehalt nach 
Lovibond bestimmt und ergab 40 y Carotin per Gramm 
Kidotter. 

Aus Versuchen von Kuhn und Brockmann’), wie auch aus unseren 
eigenen Erfahrungen zeigt sich, wie stark der Carotingehalt der Eier variiert. 
So fanden Kuhn und Brockmann an bulgarischen Hiihnereiern 9,4 
bis 1,1 y Carotin per Gramm Eidotter, an chinesischen Eidottern 2,4 bis 8,3 y 
per Gramm Eidotter. Bei unseren friiheren Versuchen*) war der Carotin- 
gehalt per Gramm Eidotter bis auf 0,7 7 heruntergegangen. 

Dementsprechend variiert natiirlich auch die Menge frischen Eidotters, 
welche als Tagesdose zur Erhaltung des Wachstums von Ratten ndtig ist. 
Wir*) hatten bei Eiern aus ungiinstiger Jahreszeit*) als Tagesdose 20 mg 
gefunden (a. a. O. S. 53). Dotter der im Friihjahr (Mai-Juni) gelegten Eier 
diirften, nach ihrem Carotin- und Vitamin-A-Gehalt zu schlieBen, etwa die 
10fache Wachstumswirkung besitzen, so da8 eine Tagesdose von etwa 2 mg 
Eidotter hinreicht. 


Vitamin C (Ascorbinsaure). 

Chemische Anhaltspunkte iiber den Weg der biologischen 
Synthese der Ascorbinsiiure sind nicht vorhanden. Da dieselbe 
zur Gruppe der Reduktone gehért, kénnte man in Betracht 
ziehen, daB nicht nur hinsichtlich der Konstitution, sondern auch 
hinsichtlich der Bildung aus Zuckern Analogien mit dem Re- 
dukton*) (Enol—Tartronaldehyd) bestehen. Immerhin konnte 
letzteres bis jetzt nur bei solchen Alkalinitéten gewonnen werden, 
welche in der Pflanze nicht vorkommen. 

Drei Hauptgruppen von C-reichen Pflanzenorganen lassen 
sich unterscheiden: 

') Diese Z. 206, 41 (1932). 

*) Euler u. Klussmann, Diese Z. 208, 50 (1932). 

*. E. Virgin und E. Klussmann hatten in den Dottern carotinfrei 


ernihrter Hiihner kein Vitamin A nachweisen kénnen. 
*) Euler u. Klussmann, Diese Z. 217, 167 (1933). 
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1. Friichte, besonders solche yon hohem Siduregrad, z. B, 
Zitronen, 2. starkereiche Reserveorgane und Wurzeln, z. B. Kar. 
toffeln und Mohrriiben, 3. griine Pflanzenteile. 

In den Friichten, Reserveorganen und Wurzeln ist die Ascor- 
binsaure aller Wahrscheinlichkeit nach Umwandlungsprodukt eines 
Zuckers, in Blittern méglicherweise Nebenprodukt oder Zwischen- 
produkt bei der Kohlehydratsynthese. Um biologische Anhalts- 
punkte iiber den Ursprung der Ascorbinsiiure zu gewinnen, kann 
man fragen, welche Stoffe in C-reichen Organen gleichzeitig mit 
dem antiskorbutischen Vitamin vorkommen. Wie wir schon friiher 
betont haben, ist die Parallelitat mit Mannose und Galaktose am 
auffallendsten. 


Biologische Bildung. In reifen Friichten wird Ascorbin- 
siure angehiuft und ist darin auch nach Monaten praktisch un- 
veriindert nachweisbar. In einer Reihe anderer Pflanzenorgane, 
besonders in Bohnen und Erbsen, nimmt nach den Angaben der 
Literatur C-Vitamin mit der Keimung zu, und es scheint sogar 
zweifelhaft, ob Bohnen vor der Keimung dies Vitamin enthalten. 

Die sehr verschiedenen Angaben, welche man iiber den 
C-Gehalt dieser Pflanzenorgane in der Literatur findet, diirften 
zum groBen Teil darauf beruhen, daf das Vitamin in denselhen 
besonders sauerstoffempfindlich ist. Bei gewéhnlicher Extraktion 
von Bohnen wird durch Titration mit dem 2,6-Dichlor-phenol- 
indophenol-Indicator nur eine auffallend kleine Menge C-Vitamin 
gefunden. Dieselbe steigt allerdings ein wenig, wenn der Extrakt 
durch H,S reduziert und dann von iiberschiissigem H,S _befreit 
wird; aber auch dann ist die gefundene C-Menge noch auffallend 
gering, jedenfalls viel geringer, als dem Ergebnis der biologischen 
Untersuchung an Meerschweinchen entspricht. 

Diese auffallende und fiir die Beurteilung des C-Vitamin- 
gehaltes stérende Differenz verschwindet nun, wenn man die 
Extraktion der Bohnen im Wasserstoffstrom vornimmt. 
Die Notwendigkeit, den Sauerstoff der Luft bei der Extraktion 
auszuschlieBen, ist bei verschiedenem Material sehr verschieden; 
moéglicherweise enthalten Bohnen und andere oxydationsempfind- 
liche Ptlanzen spezifische Oxydationskatalysatoren. 

Im folgenden orientierenden Versuch haben wir Bohnen am 
4. und am 14. Keimungstag extrahiert. 


Die gesamten Pflanzen wurden mit ausgekochtem Wasser im Mérser 
verrieben und die Masse in Stickstoff in saurer Liésung 5 Minuten aus- 
gekocht, wobei das Eiweif koaguliert und gefillt wird, in Stickstof 
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erkalten gelassen und dann unter Wasserstoffatmosphiire titriert. Dabei 
ergab sich folgendes: 





cece 














Gewicht Reduziert | Relativer | Entspricht mg 
Keimungstage : Indicator | Titrations- | Ascorbinsiure 
m § inecm | wert | per g 
Ganze gekeimte Bohne 4 6,8 | 10 0,3 0.083 
Ganze Bohnenpflanze 14 26 CO 91 0,7 0.2 





Wir haben auch Versuche mit ungekeimten Bohnen aus- 
geftihrt; die Reduktion durch ihre Extrakte ist so gering und so 
ziehend, daB es sich hier keinesfalls um erhebliche Mengen yon 
Ascorbinséure handelt. Am 4. Keimungstag ist der Ascorbin- 
siuregehalt, wie die obigen Zahlen zeigen, bereits hoch, 
und ist am 14, Keimungstag, auf die ganze Pflanze berechnet, 
offenbar auf mehr als das Doppelte gestiegen. Uber einige andere 
Leguminosen liegen Beobachtungen aus Virtanens Institut’) vor. 
Auffallend geringe Reduktionsresultate haben wir bis jetzt an 
Erbsen erhalten. Ob hier die Reduktionswirkung durch einen 
Hemmungsstoff gestért wird, miissen erst weitere Versuche zeigen.’) 

Mohrriiben haben wir auf ihren C-Gehalt untersucht, nachdem sie 
nach einem besonderen Verfahren unter Ausschlu8 von Luft getrocknet 
worden waren. Wir haben die getrockneten Mohrriibenschnitzel im Stickstoft- 
strom im luftfreien Wasser ausgekocht und erhielten im Extrakt eine schnelle 
Entfiirbung. Relativer Titrationswert fiir 1 g getrocknete Mohrriiben 0,8 
1,0 bezeichnet den Wert fiir 1 cem frischen Citronensaft). 

DaB girende Hefe einen Stoff enthalt, welcher den Indo- 
phenol Indicator entfairbt*), wird von Birch, Harris und Ray‘) 
bestitigt. Reichlich entsteht er in Schimmelpilzen und Bakterien. 


Tierversuche. Die Verteilung der Ascorbinsiure im Tier- 
kirper haben wir an einer gréBeren Reihe von Organen ver- 
schiedener Tiere gemessen. Besonders hatte sich dabei das 
Resultat ergeben, daB die Nebennieren das an C-Vitamin 
reichste Organ sind, und da8 ihr C-Vitamingehalt auf die Rinde 
konzentriert ist.5) AuBer den bemerkenswerten Bestiitigungen dieser 

) Virtanen u. Synnévev. Hausen, Acta Chem. Fenn. B 1932, 8.45. 

*) Die von F. V. v. Hahn [Planta 19, 87 (1933)) angegebene Beziehung 
zwischen antiskorbutischer Wirkung und ,,Oberflichenaktivitit’* bei Erbsen 
ist uns nicht verstindlich geworden. 

*) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 7 
Jan. 1933), 4) Biochemic. J. 27, 590 (1933). 

>) Euler u. Klussmann, Svensk Kem. Tidskr. 44, 288 (1932). Vel. 
auch Diese Z. 217, 167 (1933). 
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Tatsache durch einerseits Harris und Ray’) und andererseits 
durch Zilva?) liegen auch neuere vor von Wolff, van Eekelen 


und Emmerie’), welche auch ein analoges Resultat fiir die 


Nebenniere vom Schwein angegeben haben. Die Konzentrationen 
an Ascorbinsiure (Gehalt per Gramm Substanz) stellten sich nun 
folgendermaBen: 























mg Ascorbinsiure per g Substanz 

Tier i _— 

Wolff, Eekelen 

Euler und Klussmann ai Cintantaten 
Se — | 1,88 
a oe ae ca ae, a ep oe 1,1 | — 
ee ee 0,95—1,6 | 1,2 
Meerschweinchen, normal . . 0,75—0,9 — 
, skorbutisch 0,15—0,25 — 
Ratte eer a 2,2 — 


Birch und Dann‘) haben kiirzlich einen Wert fiir die Rinde 
von Ochsennebenniere mitgeteilt, nimlich 1,62 mg pro g Subst., ein 
wenig héher als derjenige, welchen wir fiir die Kuh beobachtet 
haben. Diese Differenz liegt sicher innerhalb der Variations- 
breite des Ascorbinsiuregehalts bei Rindern. ) 

Ganz auffallend niedrig ist noch der von Wolff und Mit- 
arbeitern fiir menschliche Nebenniere angegebene, nimlich 0,06 mg 
Ascorbinsiure/g Nebenniere. Es bleibt abzuwarten, ob hier nicht 
ein Ausnahmefall vorliegt. 

Wie wir friher in dieser Zeitschrift angegeben haben, steigt 
bei allen untersuchten Tieren der Ascorbinsiiuregehalt der Neben- 
nieren nach Ascorbinsiureinjektionen und erreicht z. B. bei Meer- 
schweinchen den Wert 1,2 mg/g, bei Ratte 2,5 mg/g und bei 
Kaninchen (nach C-UberschuB) 2,2 mg/g. 

Hinsichtlich der tibrigen Organe haben wir den Thymus als 
C-reich hervorgehoben. Unsere Befunde werden erweitert und 
ergiinzt durch diejenigen von Birch und Dann hinsichtlich 
Schweineleber, Schafleber und Augenlinse vom Schaf. 


1) Biochemic. J. 26, 2067 (1932). ?) Biochemic. J. 26, 2182 (1932). 

8) Acta Brevia Neerlandica III, 44 (1933). 

*) Nature 131, 469 (1. April 1933). 

*) Die Glutathionwirkung ist hier genau von derjenigen der Ascorbin- 
siiure unterschieden. Vgl. Euler, Burstrém, Hellstrém, Sv. Kem. 
Tidskr. 44, 288 (1932). — Mit Recht vermuten Bierich u. Rosenbohm, 
Diese Z. 215, 151 (1933), daB ihre X-Substanz zum groBen Teil Ascorbin- 
siiure ist. 
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Der hohe Gehalt der Nebennieren an Ascorbinsiure tritt 
nicht hervor, wenn man Schnitte dieser Organe in Ringerlésung 
auf die Geschwindigkeit der Sauerstoffzehrung untersucht. Dies 
zeigen die folgenden Zahlen, welche wir Herrn Assistenten Harry 
Larsson verdanken. 























emm QO, per mg Trockengewicht 
Tier Organ ber. nach | ber. nach 
30 Min. Atmung | 60 Min. Atmung 
—_— { Nebenniere 0,8; 0,9 | 0,8; 0,9 
ee ia ae 5,8; 5,1; 4,9 | 4,5; 4,6; 4,2 
Meerschweinchen, normal 6,4; 6,4 5,8 
4 > " > } 9 
» _ _Skorbutisch oo 6,1; 6,0 | 4, 
Meerschweinchen, nach 
Ascorbinsiureinjektion Se: Si; S29 | Gils 638; 6,1 


Vergleicht man die Leberschnitte von normalen, skorbutischen 
und mit Ascorbinsiure iibervitaminisierten Meerschweinchen, so 
tritt, wie die letzten drei Zeilen der obigen Tabelle zeigen, eine 
Anderung der Sauerstoffzehrung zutage; dieselbe ist in den skor- 
butischen Lebern am kleinsten. 

Fiir menschliche tuberkulése Leber berechnet sich aus einem 
Wert von Wolff und Mitarbeitern (a. a. 0.) der Wert 0,025 mg 
Ascorbinsiure/g, wihrend wir an frischer menschlicher Leber 0,36 mg 
und fiir Carcinomleber 0,26 mg fanden. 

Unter den Organen, in welchen C-Vitamin noch fast 
nicht untersucht war, sind Milch und Rogen von Fischen. Be- 
sonders hinsichtlich des letzteren schien AnlaB zur Vermutung 
vorzuliegen, da& an den Oxydationswirkungen bei der Befruchtung 
C-Vitamin beteiligt ist. Wir haben deswegen Rogen von zwei 
Fischen, nimlich Barsch und Lachs (gefischt Anfang Juni im 
FluBwasser [Elfkarleé]) untersucht, sowie Milch von Makrille. 
Die Resultate waren folgende: 


Makrillmilch ...... . . 0,04 mg Ascorbinsiure/g 
DE ct ce se oe OB yy 
Lachsrogen')....... . 0,14 ,, a 


Die fiir Rogen gefundenen C-Werte sind also relativ klein. 

*) Zur vollstindigen Extraktion von Ascorbinsiiure aus fettem Rogen 
und anderem fettreichen Material ist es notwendig, dasselbe zunichst mittels 
eines geeigneten Lésungsmittels z. B. Petroleumither, vom Fett zu befreien, 
ein Verfahren, das sich 6fters als vorteilhaft erwiesen hat. 
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Uber Vitamosazon. 
Von 
Y. Kotake und M. Nishigaki. 
Unter Mitwirkung von Y. Kotake jun. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultét der Kaiserlichen Universitit 
zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1933.) 


Wir haben seit dem Jahre 1928 unabhingig von Szent- 
Gyérgyi’) eine charakteristische Substanz studiert, die zuniichst 
im Kammerwasser des Auges gefunden wurde. Sie zeigte eine 
hohe Jodsiiurezahl, gab Trommersche Probe schon in der Kilte, 
reduzierte Kaliumpermanganatlisung beim Zusatz sofort und zer- 
setzte sich in waBriger Lésung, besonders bei schwach alkalischer 
Reaktion, beim Durchleiten von Sauerstoff leicht. Mit Phenyl- 
hydrazin bildete sie ein bisher unbekanntes Osazon mit einem 
Schmelzpunkt von 205—206° 

Auf Grund der erwihnten Eigenschaften haben wir?) die Sub- 
stanz fiir ein Derivat einer Art am-Hexose gehalten und das 
eben geschilderte Phenylosazon als ,,Vitamosazon“ bezeichnet. 
Das Vitamosazon, das analytisch einem Hexosazon entsprach und 
ein dementsprechendes Molekulargewicht besaB, ist durch Léslich- 
keit in einer verdiinnten Natriumcarbonatlésung gekennzeichnet 
und wir konnten infolgedessen dieses von anderen Osazonen, z. B. 
von Glucosazon, leicht trennen. 

Auf Grund der oben angegebenen Fillungsverhiltnisse und 
Eigenschaften, sowie der charakteristischen Osazonbildung, haben 
wir verschiedene tierische Organe auf unsere Substanz hin unter- 
sucht. Sie kam nicht nur in der Nebenniere, sondern auch in 
verschiedenen Organen, wie dem Hoden, der Lunge, dem Gehirn, 
der Milz und der Leber vor. 

Vor kurzem erschien eine Arbeit von Micheel und Kraft 
iiber Ascorbinsiure, Vitamin C, worin die Méglichkeit hervorgehoben 
wurde, daB sie mit Phenylhydrazinen Osazone eingehen und im 
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Falle des Diphenylhydrazons zur Lactonbildung fihren diirfte. 
Es erschien uns dadurch sehr wahrscheinlich, daB die reduktions- 
fihige Substanz, die dem Vitamosazon zugrunde liegt, auch 
Ascorbinsiure darstellt. Zur sicheren Begriindung haben wir nun eine 
Art japanischer Orange zur Untersuchung gezogen und gefunden, 
daB sie bei unserer Behandlung dasselbe Osazon ergibt. Im fol- 
senden méchten wir die bisher gewonnenen Resultate*) kurz 
mitteilen. 
Untersuchung des Kammerwassers. 

Seit Chikano 4%) haben wir des éfteren die sogenannte Jod- 
siiurezahl des Blutserums bestimmt, um uns iiber den intermediiren 
Zustand des Ejiweifstoffwechsels zu orientieren. Gelegentlich 


Jodsiurezahl**) des normalen Kammerwassers. 








Kanin- {| 0,363 | 0,378 | 0,350 | 0,410 | 0,420 | 0,414 | 0,393 | 0,394 | 0,407 | 0,357 
chen }] 0,456 | 0,463 | 0,340 | 0,440 | 0,480 | 0,490 | 0,410 | 0,408 | 0,320 | 0,448 


Ring {| 0:560 | 0,387 | 0,650 | 0,496 | 0,583 | 0,358 | 0,588 | 0,592 | 0,638 | 0,678 
. 0,500 | 0,506 | 0,500 | 0,504 | 0,588 | 0,586 | 0,362 | 0,380 | 0,540 | 0,538 


0,130 | 0,162 | 0,148 | 0,156 | 0,154 | 0,106 | 0,120 | 0,126 | 0,170 | 0,194 
0,144 | 0,164 | 0,144 | 0,158 | 0,092 | 0,110] 0,178 | 0,188 | 0,102 | 0,177 


Katze | 0,134 | 0,128 | 0,130 | 0,118 | 0,116 | 0,138 | 0,126 | 0,132 | 0,128 | 0,120 


Hund 
































Jodsiiurezahl**) des regenerierten Kammerwassers. 
































Zeit nach erster Extraktion 1/, Stunde | 1 Stunde | 1'/, Stunde 
I R 0,550 0,282 0,222 
L 0,598 0,254 0,234 
—_ R 0,490 0,228 0,220 
Kaninchen i L 0,488 0,235 0,240 
att R 0,412 0,210 0,212 
L 0,448 0,220 0,222 
I R 0,116 0,150 0,152 0,160 
L 0,110 0,144 0,158 0,164 
R 0,104 0,140 0,132 0,134 
— 2. L 0,092 0,154 0,120 0,126 
ll R 0,188 0,196 0,196 0,194 
L 0,178 0,192 0,185 
Folin-Denis- 
Reaktion bt + oder + = “ 


*) Antiskorbutische Versuche mit unserem Priiparate sind jetzt im Gange. 

**) Vielleicht schwankt diese Jodsiurezahl nach dem Alter und dem 
Erniihrungszustand des Tieres, sowie nach der AuSentemperatur und Hellig- 
keit, in weleher das Tier sich aufhilt. 


16* 
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haben wir auch Kammerwasser des Auges daraufhin untersucht. 
mit dem Befunde, daB es beim Kaninchen eine hohe Jodsiiurezah| 
besitzt. Es zeigte zugleich stets eine Folin-Denis-Probe und zwar 
wurden als Reagentien Wolframsiiure und Natronlauge verwendet, 
Bemerkenswerterweise liefen dabei die Jodsiurezahl und die Folin- 
Denis-Probe véllig parallel miteinander, so daB demnach dic 
jodsiiurereduzierende Substanz der Triiger der genannten Farben. 
reaktion sein miiBte. 

Als Methode zur Bestimmung der Jodsiurezahl wurde stets 
die Modifikation von Nishigaki*) angewendet. Wie aus vorstehen- 
den Tabellen ersichtlich ist, besitzt im allgemeinen das Kammer- 
wasser des Pflanzenfressers eine hohe Jodsaiurezahl, wihrend die- 
selbe des Fleischfressers bedeutend niedriger liegt. DaB sich 
jedoch im Kammerwasser aller Tiere die genannte Substanz findet. 
wird durch eine ebenfalls intensivy ausfallende Folin-Denis-Probe 
leicht bemerkbar. Diese Substanz nimmt bei der Regeneration 
des Kammerwassers stark ab, was sowohl durch die Jodsiurezahl, 
als auch durch die Farbenreaktion beim Kaninchen und durch 
die Farbenreaktion beim Hunde leicht erkannt wird. Die Zahl 
und die Reaktion gewinnen binnen einer Woche die urspriingliche 
Intensitit. 


Darstellung des Vitamosazons.”*) 


Das Kammerwasser des frisch geschlachteten Rindes wurde von Ei- 
weiB durch Kochen befreit, mit Bleiacetat und dann mit Bleiessig ausgefillt, 
der Bleiessigniederschlag mit Methylalkohol ausgewaschen, in demselben 
suspendiert und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat wurde im 
Vakuum destilliert, wobei der zuriickbleibende Sirup, gelést in Wasser, alle 
oben erwihnten Reaktionen gab. Die Lisung wurde nun mit Phenyl- 
hydrazinchlorhydrat und Natriumacetat versetzt und etwa 40 Minuten im 
Wasserbade erhitzt, wobei die Fliissigkeit rétlich gelb gefarbt war und 
beim Erkalten ebenfalls rétlich gelbe und unscharf begrenzte Krystalle aus- 
schied. Sie wurden mit 20°/, iger Natriumcarbonatlésung behandelt und von 
etwas beigemischtem, ungelést gebliebenem Glucosazon getrennt. Das Filtrat 
wurde nun mit Essigsiure angesiuert, wobei goldgelbes Vitamosazon fein 
krystallinisch ausgeschieden wurde. Es wurde zur Umkrystallisierung in 
Alkohol gelést, mit soviel Wasser versetzt, bis die Lisung etwas getriibt er- 
schien und auf dem Wasserbade eingedampft. Als eben an der Oberfliche 
der Filiissigkeit eine diinne Haut in Erscheinung trat, wurde die Lésung 
allmihlich erkalten lassen. Es schied sich das Vitamosazon in Form feiner, 
kurzer zusammenliegender Niidelchen mit einem Schmelzpunkt von 205—206° 
aus. Das Vitamosazon ist optisch aktiv und zwar stark rechtsdrehend. 


*) Unser Vitamosazon ist auch erhiiltlich, wenn man die Probe iiber 
Nacht stehen 1aBt. 
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Uber Vitamosazon. 997 


Zur einfacheren Unterscheidung unseres Vitamosazons vom 
Glucosazon dient folgende Probe: 

Glucosazon schwirzt sich sofort bei Vereinigung mit einem 
Tropfen konzentrierter Schwefelsiiure, wihrend Vitamosazon hier- 
bei nur orangegelb gefiirbt wird, was auf weifer Porzellanplatte 
leicht zu sehen ist. 


Darstellung der 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindung. 


20 cem aus dem Sirup bereiteter wiBriger Lésung wurden mit dem 
gleichen Volumen Dinitrophenylhydrazinlésung und 30 cem konzentrierter 
Salzsiiure versetzt und im Brutofen bei 37° stehen gelassen. Unmittelbar 
nach dem Vermischen mit den Reagentien trat keine Fillung auf; nur eine 
schwache Rotfirbung wurde bemerkt. Die Firbung vertiefte sich mit der 
Zeit, bis nach etwa 30—40 Minuten ein hellroter Niederschlag sich aus- 
zuscheiden anfing. Derselbe nahm spiter zu und die ganze Fliissigkeit 
wurde schlieBlich nach 3—5 Stunden ausgefiillt. Er zeigte unter dem Mikro- 
skop keine ausgebildeten Krystalle. Der Niederschlag wurde nach 10 Stun- 
den abfiltriert, gewaschen und getrocknet. Er war erst sehr voluminés, zeigte 
aber nach dem Trocknen nur ein geringes Volumen und Gewicht. Er wurde 
in Pyridin gelést und die Liésung bei Zimmertemperatur langsam verdunsten 
gelassen, wobei er sich allmihlich in Prismen ausschied. Die Substanz*) 
schmolz bei schneller Erhitzung in der Nihe von 240° Die Stickstoff- 
bestimmung gab folgende Zahlen: 

2,116 mg Subst. gaben bei 18° 771 mm Hg 0,372 cem N. 

C,3H,,0i.N; Ber. N 20,97 Gef. N 20,95. 


Untersuchung der Cerebrospinalfliissigkeit. 


Da8 die erwihnte Substanz in der Cerebrospinalfliissigkeit 
vorkommt, geht aus dem folgenden hervor: 

Sie gibt Folin-Denis-Reaktion und ihre Intensitit liuft mit 
unserer Jodsiiurezahl parallel. Die Substanz ist fallbar sowohl 
durch Bleiessig als auch durch Cadmiumsulfat in einer schwach 
alkalischen Reaktion, und die aus diesem Niederschlag bereitete 
Lésung gibt die oben erwihnten Reaktionsproben. 

Hier seien einige Jodsiurezahlen der Cerebrospinalflissigkeit, 
die an Kaninchen und Hund ermittelt wurden, wiedergegeben: 


Jodsiurezahl**) der Cerebrospinalfliissigkeit. 
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0,176 | 0,131 











*) Die Substanz ist kaum im Blut enthalten, dementsprechend fallt 
die Folin-Denis-Probe im Blute gewéhnlich negativ aus. 

**) Vielleicht schwankt diese Jodsiurezahl nach dem Alter und dem 
Ernihrungszustand des Tieres, sowie nach der Au8entemperatur und Hellig- 
keit, in welcher das Tier sich aufhiit. 
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Untersuchung der Organe. 

Wenn man irgendein Rindsorgan, z. B. Stierhoden, wie oben 
angegeben, behandelt, so zeigt die Fliissigkeit auch die oben er. 
wihnten Kigenschaften und erlaubt die Isolierung unseres Vitamos. 
aAZONS. 

Untersuchung des Vitamosazons. 


Das Vitamosazon aus dem Kammerwasser und den ver. 
schiedenen Organen zeigte den gleichen Schmelzpunkt. 


8,320 mg Subst. aus dem Stierhoden lieferten 18,500 mg CO, und 
3,860 mg H,0. 
C,,H,3N,O, Ber. C 61,02 H 5,08 Gef. C 60,64 H 5,16, 
Praparat 1 und 2 aus dem Kammerwasser, 3 und 4 aus der 
Leber und 5 und 6 aus dem Hoden. 

















_ 
Priip. | Subst. mg| N ccm | Temp. in °} mm Hg | Gef. N°/, an . ( 
18°*18°*44 
1 2,180 0,294 17,0 756 15,81 
2 2,298 0,317 17,5 755 15,79 
3 2,189 0,286 20,5 767 15,86 15.89 
4 2,097 0,280 20,3 768 15,71 oie 
5 2,301 0,309 20,0 764 15,73 
6 1,516 0,205 20,5 764 15,83 




















25,0mg Subst. aus dem Stierhoden drehten in 20 cem 0,2°/, iger Na,CO,- 
Lésung und 1 dm-Rohr + 0,23°. 
[a}p = -- 184°, 
0,239 mg Subst. aus dem Stierhoden gelést in 2,461 mg Campher er- 
zeugte 4 = 10,3° 
Chee, Ber. M 354 Gef. 377. 


Vitamosazon aus einer Art japanischer Apfelsine. 


Da unsere Substanz mit Ascorbinsiiure identisch schien, haben 
wir vor allem eine Art japanischer Apfelsine in Untersuchung 
gezogen. Der Apfelsinensaft wurde zuniichst bis zu einer schwacl 
sauren Reaktion neutralisiert und mit Bleiacetat und Bleiessig 
ausgefallt. Der Bleiessigniederschlag wurde weiter wie oben be- 
handelt und unser Vitamosazon hergestellt. Es léste sich leicht in 
0,2°/,iger Natriumcarbonatlésung und schied sich beim Ansiiuern 
mit Essigsiiure sofort aus. Es schmolz nach Umkrystallisierung 
aus verdiinntem Alkohol bei 207° und zeigte, gemischt mit einem 
reinen Vitamosazon aus dem Stierhoden, keine Schmelzpunkt- 
depression. 
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4,058 mg Subst. gaben bei 27,3° 760,6 mm Hg 0,565 cem N. 
C,3H,3N,O, Ber. N 15,82 Gef. N 15,84, 


Dessenungeachtet zeigte das Vitamosazon aus der Apfelsine 
eine viel starkere Drehung im Vergleich zu einem Priparat aus 
dem Stierhoden. Beim letzteren hat also vielleicht eine partielle 
Razemisierung stattgefunden, die erst bei seiner Darstellung, be- 
sonders bei der Enteiwei8ung, vor sich zu gehen scheint. 


32,2 mg Subst. drehte in 20 cem 0,2°/,iger Na,CO,-Lésung und 1 dm- 
Rohr + 1,5° 
[aly = + 931,6°. 


Es ist von besonderem Interesse, daB das Priaparat eine so 
hohe spezifische Drehung zeigt. 


Konstitution des Vitamosazons. 


Aus dem Erwihnten geht hervor, da8 die von uns ,,Vitamos- 
azon* genannte Diphenylhydrazinverbindung héchstwahrscheinlich 
ein Osazon der Ascorbinsiure darstellt. Unser Osazon reagiert 
jedoch neutral und erweckt bei genauerer Untersuchung nicht den 
Anschein, in seinem Molekiil eine Carboxylgruppe zu _ besitzen. 
Unser Vitamosazon ist also wahrscheinlich ein Lacton des Osazons 
der Ascorbinsiure, in welcher vorher eine Oxydation eingetreten 
sein muB.*) So scheint demnach fir Ascorbinsiure das Formel- 
bild von Micheel und Kraft®) am besten zu passen. Jedenfalls 
stehen die Formelbilder von Cox, Hirst und Reynolds®) und 
Karrer, Salomon, Morf und Schépp‘) mit unseren Analysen- 
zahlen nicht in Einklang. Unser Vitamosazon ist also wahrschein- 
lich auf folgende Weise gebildet. 











a - CO ) 
HO C—COH HO C—CO a 
. /H *, /H C=N-NH-O,H, 
H,C/™ ff —- Ee vf P a ee } 
C_£-C00H C  C—COOH O=N.NH-C,H, 
in ill 
HO-CH 
CH,OH 


_ _ *) Vitamosazon ist demnach das Osazon des Oxyvitamin-C-Lactons. 
Nach Euler und Martius diirfte aber auch Vitamosazon das Osazon des 
Vitamins C sein [Diese Z. 217, 173 (1933)). 
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Gewinnung eines Pentosazons. 


Wenn man Stierhodenextrakt, wie oben beschrieben, mit Blei- 
acetat und Bleiessig fallt, und die vom Bleiessigniederschlag durch 
Entbleien mittels Schwefelwasserstofis bereitete Fliissigkeit von 
neuem mit Cadmiumsulfat in p,, = etwa 8 ausfillt und den Nieder- 
schlag ebenfalls mit Schwefelwasserstoff behandelt, so bekommt 
man eine Fliissigkeit, in welcher keine Glucose mehr enthalten 
ist. Die Flissigkeit wurde wieder mit Hilfe von Natriumcarbonat 
bis zu p,, = 8 gebracht und bei 40° einige Stunden lang ein leb- 
hafter Sauerstoffstrom durchgeleitet, wobei sie sich immer dunkler 
farbte und nach und nach die Folin-Denis-Reaktion verschwand.*| 
Die Fliissigkeit gab jedoch immer noch eine Trommersche Probe 
beim Erhitzen. Die Pentosenreaktionen waren auch positiv, wenn 
sie auch undeutlich oder unvollstiindig ausfielen. Aus der Fliissig- 
keit haben wir eine Pentosazonverbindung dargestellt, die in 
feinen Niidelchen auskrystallisierte und zum Unterschied zum 
Vitamosazon nicht mehr in 0,2°/,iger Natriumcarbonatlésung lis- 
lich war. Vorsichtshalber haben wir das gebildete Osazon mehr- 
mals mit 0,2°/,iger warmer Natriumcarbonatlésung und dann. mit 
Wasser gewaschen. Der ungelést zuriickgebliebene Niederschlag 
wurde nun in absolutem Alkohol warm geldst, filtriert, vorsichtig 
mit wenig Wasser versetzt, eine Weile auf dem Wasserbade erwiirmt 
und in der Kalte stehengelassen. Es schied sich hierbei ein gelbes 
Osazon aus, welches in feinen langen, etwas breiten Nadeln aus- 
krystallisierte, beim Erhitzen im Réhrchen gegen 155° sinterte 
und bei 158—160° giinzlich schmolz. Das Osazon ergab bei 
Mikrodumas soviel Stickstoff (17,14°/,), als einem Pentosazon ent- 
spricht, und gab eine ausgesprochene Orcin-Salzsiiureprobe, die 
bei spektroskopischer Untersuchung einen deutlichen Absorptions- 
streifen zwischen C und D, nahe an D, zeigte. Es unterliegt also 
keinem Zweifel, daB ein Pentosazon vorliegt. 


Dasselbe Pentosazon konnten wir in einer geringen Menge 
aus dem Kammerwasser durch dieselbe Behandlung, wie oben an- 
gegeben, erhalten. Wir haben auch aus dem Apfelsinensaft dieses 
Pentosazon zu isolieren versucht. Es wollte uns aber bisher 
nicht gelingen, vielleicht deswegen, weil in der Zersetzungsfliissig- 
keit immer noch eine geringe Menge Hexose enthalten ist, 50 


*) Die Substanz wird hierbei zum gréBten Teil bis zu Produkten zer- 
setzt, die kein Reduktionsvermégen mehr besitzen. 
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da8 sich ihr Osazon, mit dem gewiinschten Pentosazon gemischt 
ausschied. 

Die Frage, in welcher Weise das oben angegebene Pentosazon 
cebildet wird und welche Kontiguration es besitzt, kénnen wir 
yorliufig nicht mit Sicherheit beantworten. DaB es aber aus einer 
Dehydropentose stammt, die bei Zersetzung durch Sauerstoff aus 
Oxyascorbinsiure durch Decarboxylierung entstehen soll, ist vor- 
liufig am wahrscheinlichsten. Wir halten es also fiir méglich, daf 
die bei der Pentosurie im Harn aufgefundene /-Xyloketose’) mit 
Ascorbinsiure einen Zusammenhang besitzt. Nihere Untersuchungen 
sind jetzt im Gange. 


OH OH OH 
C——COH C——CO C——COH 
HO - { HO /H HO fH | 
// —> : > : }f > 
as HC. / HAC / | 
HC  C—COOH HC C—COOH HC COH 
ao a am, Nae 
( QO OH O 
H OH 
HC—C—C—C—CH,0H 
OH H 


C,H,NH—N N-NH.-O,H, 


Zusammenfassung. 


In verschiedenen tierischen Organen und Fliissigkeiten ist 
elne ein ausgesprochenes Reduktionsvermégen besitzende Substanz 
enthalten, die mit Phenylhydrazin beim Erhitzen oder beim liingeren 
Stehenlassen in Zimmertemperatur ein charakteristisches Osazon 
gibt. Dasselbe Osazon wird auch bei derselben Behandlung aus 
einer Art Apfelsine gewonnen. 


Dieses Osazon, das von uns als ,,Vitamosazon“ bezeichnet 
wurde, riihrt also héchstwahrscheinlich aus Ascorbinsiure her, 
die, wie bekannt, in Orangearten besonders reichlich enthalten 
ist, und zwar stellt es ein Lacton des Oxyascorbinsiure-Osazons 
dar. Danach kommt Ascorbinsaure sehr verbreitet in den tierischen 
Organen und Fliissigkeiten vor und laBt sich besonders durch 
unsere Qsazonbildung, die durch Léslichkeit in einer verdiinnten 
Natriumcarbonatlésung gekennzeichnet wird, leicht und sicher 
nachweisen. 
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Die Xyloketose, die bei der Pentosurie im Harn aufgefunden 
wurde, scheint in einer engen Beziehung zur Ascorbinsiure zu 
stehen. 


Die vorliegende Arbeit wurde uns ermdglicht durch die Bereit- 
stellung des Stipendiums von der Kaiserlichen Akademie und von 
der Medizinischen Fakultaét der hiesigen Universitat, wofir wir 
hiermit unseren aufrichtigsten Dank aussprechen michten. 
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Uber Aminosauren..) 
IV. Uber Dioxyphenylalanin und verwandte Aminosiuren. 


Von 
Venancio Deulofeu und German Mendivelzua. 


(Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Buenos Aires, Argentinien. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1933.) 


Obwohl 3,4-Dioxyphenylalanin nicht bei der Hydrolyse tieri- 
scher und pflanzlicher Proteine gewonnen worden ist, kennen wir 
es doch schon seit Jahren als Naturstoff. Torquati?) isolierte 
es aus den Fruchtschalen und Keimlingen von Vicia faba, wo 
sein Vorkommen von mehreren Autoren bestiitigt wurde. Spiter 
wurde es auch in der Samtbohne (Stizolobium decringianum 
Bort.) durch Miller’), in den Fliigeldecken von Maikifern 
(Melolontha) durch Schmalfu8 und Miiller‘*), und in den 
Kokons der Samia cecropia durch Przibram und Schmal- 
fub®) beobachtet. Die chemische Identitit des Naturstoffes mit 
derjenigen von 3,4-Dioxyphenylalanin hat fast gleichzeitig mit 
seiner Entdeckung Guggenheim) festgestellt, der sein Verhiltnis 
zu Tyrosin klarlegte. Aus dem 3,4-Dioxyphenylalanin kann man 
durch O-Methylierung andere Aminosiiuren ableiten, welche zu 
vielen Pflanzenbasen in Beziehung stehen, wenn sie selbst auch 
als Naturstoffe noch nicht aufgefunden worden sind. Es sind 
dies das 3-Methoxy-4-oxyphenylalanin, das 3,4-Dimethoxyphenyl- 
alanin und das Piperonylalanin. 

Unsere friihere Verdffentlichung iiber das Piperonylalanin 
haben wir durch eine Untersuchung des Dioxyphenylalanins und 
seiner O-Methylderivate vervollstindigt. 

Dioxyphenylalanin. Es gibt zahlreiche Synthesen fiir das 
racemische Dioxyphenylalanin. Noch vor seiner Entdeckung in 
den Pflanzen hatte es Funk’) hergestellt und auch nach ihm 





) III. Mitteilung, Diese Z. 211, 1 (1932). 

*) Arch. farmacol. sperim. 15, 213, 308 (1913). 

*) J. of biol. Chem. 44, 481 (1920). 4) Biochem. Z. 183, 362 (1927). 
*) Biochem. Z. 187, 467 (1927). 6) Diese Z. 88, 276 (1913). 

*) J. chem. Soc. Lond. 99, 554 (1911). 
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erhielt man es auf verschiedene Weisen.') Waser und Lewan- 
dowski’) gingen vom 1-Tyrosin aus und wandelten es in 1-Dioxy- 
phenylalanin um. Harington und Randall’) fihrten die 
Spaltung des racemischen Produktes in seine optischen Stereo- 
isomeren aus. 

Bei der Untersuchung des Protocatechualdehydes fanden wir, 
daB er im Gegensatz zu anderen Dioxyaldehyden‘), leicht krystalli- 
sierbare Kondensationsprodukte mit Hippursiiure, Hydantoin, 
2-Thiohydantoin und Diketopiperazin gibt. Das aus der Hippur- 
siure erhaltene Azlacton laBt sich leicht hydrolysieren; durch 
Reduktion mit Jodwasserstoff erhilt man das Dioxyphenylalanin. 
Zu ihm gelangt man auch durch Reduktion des Bis-(3,4-diacet- 
oxy benzal)-diketopiperazins. 

3-Methoxy-4-hydroxy-; und 3,4-Dimethoxyphenylalanine. Diese 
Aminosiiuren wurden von Johnson und Bengis*) mit ihrer 
Hydantoinmethode hergestellt. Die erstere bildet sich durch 
Kondensation von Vanillin mit 2-Thiohydantoin, Entschwefelung, 
Reduktion und Hydrolyse mit Bariumhydrat. Die zweite durch 
eine Reihe von dhnlichen Reaktionen, indem das Vanillin durch 
Veratrumaldehyd ersetzt wird. 

Wir haben uns hauptsichlich mit der Synthese des 3,4- 
Dimethoxyphenylalanins beschiftigt. Veratrumaldehyd laBt sich 
leicht mit Hippursiiure, Hydantoin und Diketopiperazin konden- 
sieren. Die gesuchte Aminosiiure kann aus irgendeinem der 
Kondensationsprodukte durch Anwendung der tiblichen Methoden 
ohne Miihe erhalten werden, wie im Versuchsteil beschrieben ist. 
Es werden auch einige Derivate des 3-Methoxy-4-oxybenzal- 
dehydes (Vanillin) angefiihrt, die im Laufe der Arbeit hergestellt 
werden muften. 


Beschreibung der Versuche. 


Azlacton aus Protocatechualdehyd und Hippursaure. 9 ¢ Hippur- 
siiure, 7,5 g Protocatechualdehyd, 4 g geschmolzenes Natriumacetat und 
15 g Essigsiureanhydrid werden gut gemischt und 30 Minuten auf 120—130° 





) Fromherz u. Hermans, Diese Z. 91, 194 (1914); Stephen u. 
Weizmann, J. chem. Soc. Lond. 105, 1152 (1914); Hirai, Biochem. Z. 114, 
67 (1921); Harington u. McCartney, Biochemic. J. 21, 852 (1927): 
Harington, Biochemie. J. 22, 407 (1928). 

*) Helvet. chim. Acta. 4, 657 (1921). 

8) Biochemie. J. 25, 1028 (1931). 

*) Z. B. Resorcylaldehyd; Hirai, Biochem. Z. 177, 449 (1926). 

5) J. amer. chem. Soe. 35, 1606 (1913). 
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erhitzt. Die so erhaltene gefirbte Lésung gieBt man noch hei in Eiswasser. 
Das sich absetzende Ol wird mehrmals mit Wasser gewaschen und iiber 
Nacht stehen gelassen. Man filtriert die nun feste Masse ab und krystallisiert 
aus Essigsiiure um; so erhilt man lange, in Essigsiiure, Alkohol, Aceton 
und Essigiither lésliche Prismen. Schmelzp. 137—138°. Ausbeute 12 g (65°/,). 
Aus der Analyse geht hervor, daB die Phenolgruppen des Aldehydes sich 
wihrend der Reaktion acetyliert haben. 


0,0838 g Subst. brauchen nach Kjeldahl 4,73 eem n/20-SO,H,. 
C,,H,;0,N (365) Ber. N 3,83 Gef. N 3,95. 


Benzoyl-N-dioxyphenyl-aminoacrylsdure. Man erhilt diese Siure 
durch Hydrolyse des vorherigen Azlactons mit 3°/,iger Sodalésung und An- 
siuern. Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, weibe, in Wasser wenig 
lésliche Tafeln, die unter Zers. bei 224—225° schmelzen. Ausbeute 90°/,. 


0,0875 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 5,9 eem n/20-SO,H,j. 
C,¢H,30,N (299) Ber. N 4,68 , Gef. N 4,71. 


Athylester. 2,5 g Azlacton wurden 20 Minuten lang mit 25 cem 
Alkohol, der 2,5 cem konzentrierte Schwefelsiiure enthielt, gekocht. Durch 
Einengen der ‘Alkohollésung bei niederer Temperatur (30— 40°) bis zum 
Sirup und Stehenlassen erhielten wir Krystalle, die aus verdiinntem Alkoho! 
umnkrystallisiert bei 168° schmolzen. Lange, in Wasser unlésliche Prismen. 
Ausbeute 1,1 g (50°/,). Aus der Analyse geht hervor, da8 die Acetylgruppen 
abgespalten sind und die Siiure verestert ist. 

0,0899 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl! 5,32 ecm n/20-SO,H,. 

C,,;H,,O,N (327) Ber. N 4,29 Gef. N 4,18. 


Dioxyphenylalanin. Reduktion nach Harington und McCartney: 
2g des Esters wurden 1'/, Stunden mit 10 ccm Jodwasserstoffsiiure, 10 ccm 
Essigsiiureanhydrid und 2 g rotem Phosphor gekocht. Nach Filtrieren und 
Einengen im Vakuum, Aufnehmen des Riickstandes in Alkohol und erneutem 
Einengen behandelt man den Riickstand mit Wasser, extrahiert die Benzoe- 
siure mit Ather und neutralisiert mit Ammoniak. Man dampft ein, lést 
den Riickstand in Wasser und gibt viel Alkohol dazu. Wenn sich ein 
Niederschlag bildet, wird er filtriert und die Mutterlauge bis zur Trockne 
eingeengt. Der Riickstand wird in Wasser unter Zusatz von schwefliger 
Siure geliést, mit Tierkohle entfirbt und langsam im Exsiccator verdampft. 
Ausbeute 0,8 g. Krystalle, welche bei 268° unter Zers. schmelzen und in 
ihren Eigenschaften dem Dioxyphenylalanin entsprechen. Alle unter Hitze 
auszutithrenden Operationen miissen in einer Wasserstoffatmosphiire vor- 
genommen werden. 


0,0914 g Subst. brauchen nach Kjeldahl 9,4 eem n/20-SO,H,. 
C,H,,0,N (197) Ber. N 7,10 Gef. N 7,19. 


Bis-(3,4-diacetoxybenzal)-diketopiperazin. 5 g Diketopiperazin, 
15g Protocatechualde s*hyd, 14g geschmolzenes Natriamacetat und 23 g Essig- 
siiureanhydrid wurden 6 Stunden lang auf 130—140° erhitzt. Nach dem 
Erkalten wird die Masse zuerst mit Wasser, dann mit Alkohol und zuletzt 
mit Ather gewaschen. Ausbeute 14,5 g (71°/,). Fiir die Analyse wurde aus 
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einem sehr groBen Volumen Essigsiiure umkrystallisiert, wobei goldgelbe 
Tafeln entstanden. In den organischen Lésungsmitteln wenig lislich, 
Schmelzen unter Zers. bei 291°. 


0,1072 g Subst. brauchen nach Kjeldahl 8,1 eem n/20-SO,H,. 
CrgH_,01.N2 (522) Ber. N 5,36 Gef. N 5,28. 


Dioxyphenylalanin. 5g des vorherigen Produktes wurden mit Jod- 
wasserstoffsdure in den von Hirai’) fiir das Bis-(3-methoxy-4-acetoxy-benzal)- 
diketopiperazin festgestellten Bedingungen reduziert. Es wurden 2,9 g 
Dioxyphenylalanin vom Schmelzp. 270° erhalten. Farblose Krystalle, die 
mit Eisenchlorid eine griine Farbe annehmen. 


0,0828 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 8,5 eem n/20-SO,H,. 
C.H,,0,N (197) Ber. N 7,10 Gef. N 7,18. 


3, 4-Diacetoxybenzal-hydantoin. 5g Hydantoin, 5 g Protocatechu- 
aldehyd, 2,5 g geschmolzenes Natriumacetat und 25 ccm Essigsdiureanhydrid 
werden auf 105—110° 45 Minuten lang erhitzt. Man fiigt 25 ecm Wasser 
bei und liBt erkalten, den reichlichen Niederschlag des Kondensations- 
produktes filtriert man am Tage darauf und krystallisiert aus verdiinnter 
Essigsiiure um. Ausbeute 8,3 g (55°/,). Mehrmals aus Esssigsiiure um- 
krystallisiert, schmilzt das Produkt bei 237—239% Lange gelbe, in Essig- 
siure, Alkohol und Aceton lésliche Nadeln. In Wasser unldslich. 


0,0505 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 6,98 cem n/20-SO,H,. 
C,,H,,0,N,_ (304) Ber. N 9,27 Gef. N 9,47. 


3-4-Diacetoxybenzal-2-thiohydantoin. In ahnlicher Weise wurden 
aus 2g 2-Thiohydantoin, 3 g Protocatechualdehyd, 1 g Natriumacetat und 
10 cem Essigsiureanhydrid, 3,6 g 3,4-Diacetoxybenzal-2-thiohydantoin er- 
halten. Aus Essigsiure umkrystallisiert, bildet das Produkt orangegelbe, 
prismatische in Alkohol und Aceton ldésliche Krystalle, die bei 224—225° 
schmelzen. 


0,0510 g Subst. brauchen nach Kjeldahl! 6,27 cem n/20-SO,H,. 
C,,H,0;N.8 (820) Ber. N 8,75 Gef. N 8,92. 


Azlacton aus Veratrumaldehyd und Hippursaure.*) 9 ¢ Veratrum- 
aldehyd, 11 g Hippursiure, 5g geschmolzenes Natriumacetat und 18 ecm 
Essigsiureanhydrid werden 30 Minuten lang auf 125—130° erhitzt. Nach 
dem Erkalten fiigt man der festen Masse nach und nach Wasser unter 
stiindigem Riihren zu, bis kein Niederschlag mehr entsteht. Dieser wird 
filtriert und gut mit heiBem Wasser gewaschen. Ausbeute 12 g (71°/,). 
Aus Essigsiiure umkrystallisiert, schmilzt er bei 152° Orangegelbe, in 
Essigsiiure, Alkohol, Essigester und Aceton lésliche Krystalle. In Wasser 
sehr wenig léslich. 


0,0777 g Subst. brauchen nach Kjeldahl 4,9 eem n/20-SO,H,. 


C,.H,,0,N (809) Ber. N 4,53 Gef. N 4,41. 





1) Biochem. Z. 114, 67 (1921). 
*) Kropp, Ber. chem. Ges. 42, 1184 (1909). 
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Benzoyl-N-3,4-dimethoxyaminoacrylsaure. 5 g des vorherigen 
Azlactons werden mit 500 ccm einer 2°/,igen Natriumhydratlésung bis zur 
vollstindigen Auflésung erhitzt. Man filtriert, 1i8t erkalten und siiuert 
mit Salzsiiure an. Nach 24 Stunden wird filtriert, gewaschen und getrocknet. 
Mehrmaliges Umkrystallisieren aus Essigsiiure ergibt farblose Krystalle, die 
bei 211—212° schmelzen. In Essigsiure, Methyl- und Athylalkohol léslich. 
Wenig in Wasser. Ausbeute 4,2 g (82°/,). 


0,0848 g Subst. brauchen nach Kjeldahl 5,5 eem n/20-SO,H,. 
C,,H,,0;N (327) Ber. N 4,28 Gef. N 4,54. 


Benzoyl-N-dimethoxyphenylalanin. 1 ¢ der Aminoacrylsiure wird 
in 10 cem Wasser suspendiert und in 3 Portionen 10 g 3°/,iges Natrium- 
amalgam zugefiigt, alle 15 Minuten eine Portion. Nach 1stiindiger Reduktion 
trennt man das Quecksilber ab, filtriert und fiigt 2 cem 33°/,iges Natrium- 
hydrat hinzu. Dann kocht man so lange, bis kein Ammoniak mehr ent- 
weicht. Darauf fiigt man 10 cem Wasser zu, laéBt auf 0° abkiihlen, 
siuert mit Salzsiure an und JiBt vor dem Abfiltrieren 24 Stunden lang im 
Eisschrank stehen. Ausbeute 0,6 g (60°/,). Umkrystallisieren aus Essigsiure 
ergibt Krystalle, die bei 173—174° schmelzen, in Essigsiiure und Alkohol 
léslich, in Wasser wenig léslich sind. 

0,1007 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 6,2 cem n/20-SO,H,. 

C,3H,,O;N (329) Ber. N 4,25 Gef. N 4,30. 

3,4-Dimethoxyphenylalanin. 2,5¢ Benzoyl-N-dimethoxyphenylalanin 
werden 24 Stunden lang mit 25 g krystallinischem Bariumhydrat in 250 cem 
Wasser gekocht. Darauf wird mit etwas Wasser verdiinnt und nach Ent- 
fernen des Bariums als Sulfat mit Chloroform extrahiert, um die Benzoe- 
siure abzutreanen. Man konzentriert auf 5 ccm, fiigt das gleiche Volumen 
Alkohol hinzu und 1aBt iiber Nacht in Eis stehen. Die Abscheidung von 
1.3 g (75°/,) krystallisiert man aus verdiinntem Alkohol um bis zum Schmelz- 
punkt yon 252—253°. Farblose Krystalle in Nadelform, gleich den von 
Johnson und Bengis beschriebenen. In Wasser und Alkohol wenig lés- 
lich. Durch Benzoylierung erhilt man das Ausgangsmaterial yom Schmelz- 
punkt 173° zuriick. 

0,0831 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 7,3 cem n/20-SO,H,. 

C,,H,,0,N (225) Ber. N 6,22 Gef. N 6,14. 

Phenylisocyanatverbindung. Bei der Herstellung der Verbindung 

mit Phenylisocyanat in der iiblichen Weise ergaben sich farblose Krystalle 


in Form Janger, in Alkohol léslicher, in Wasser sehr wenig léslicher Prismen 
mit einem Schmelzpunkt von 171°. 


0.1149 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 11,3 cem n/20-SO,H). 
C,,H,,.0;N, (344) Ber. N 8,13 Gef. N 8,20. 


3,4-Dimethoxybenzalhydantoin. 2,1 g Veratrumaldehyd werden mit 
1,4 g Hydantoin, 1,3 g Natriumacetat und 5 ccm Essigsiureanhydrid wihrend 
30 Minuten auf 125—130° erhitzt. Man laBt erkalten und behandelt mit 
Wasser, wobei sich eine reichliche Menge gelber Krystalle niederschligt. 
Man filtriert, wischt sie mit heiBem Wasser und trocknet. Dann extrahiert 
man mehrmals mit Petrolither. Ausbeute 2,5 g (71°/,). Mehrmals aus Essig- 
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siure umkrystallisiert, schmelzen sie bei 204—206°. Gelbe Krystalle jy 
Tafelform, in Essigsiure und Alkohol léslich. Wenig léslich in Wasser, 


0,0907 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 14,9 cem n/20-SO,H,,. 
C,.H,.0,N, (248) Ber. N 11,49 Gef. N 11,29. 


Wir haben dasselbe Hydantoin erhalten, als wir das von Johnsoy 
und Bengis hergestellte 3,4-Dimethoxybenzal-2-thiohydantoin durch Be. 
handlung in der Hitze mit einer Lésung von Monochloressigsiure in der 
gewohnten Weise entschwefelten. 

3,4-Dimethoxybenzylhydantoin. Diese Substanz erhielten Johnson 
und Bengis nur als Sirup. In der nachstehend beschriebenen Weise wurde 
es in Krystallform hergestellt: 2,5 g 3,4-Dimethoxybenzalhydantoin werden 
in 125 cem Wasser durch Zusatz von 10°/, Natronlauge gelést; man fiigt 
im Verlauf von einer Stunde 34 g 3°/,iges Natriumamalgam hinzu. Unter 
fortwihrendem Umriren tritt Entfiirbung ein, die anzeigt, daB das Hy- 
dantoin reduziert ist. Man trennt das Quecksilber ab, filtriert und neutrali- 
siert genau mit Salzsiiure. Im Eisschrank krystallisieren bis zum niichsten 
Tage 1,75 g. Nach Verdampfung der Mutterlauge verbleiben 0,5 g (Gesamt- 
ausbeute: 90°/,). Mehrmals aus Wasser umkrystallisiert, erhilt man farblose 
Tafeln mit einem Schmelzpunkt von 164°. 


0,0954 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 15,60 cem n/20-S0,H,. 
'3H,,0,N, (250) Ber. N 11,20 Gef. N 11,42. 


Hydrolyse. 2 ¢ des Hydantoins werden mit 60 g Bariumhydrat in 
100 ecm kochendem Wasser wihrend 8 Stunden gespalten und daraus auf die 
ubliche Art 1,3 g (72°/,) Dimethoxyphenylalanin isoliert. Schmelzpunkt bei 
252—253°. Keine Schmelzpunktsdepression im Gemisch mit nach anderen 
Verfahren erhaltenem Dimethoxyphenylalanin. Benzoylierung ergibt Benzoyl- 
N-Dimethoxyphenylalanin vom Schmelzp. 174°. 

Bis-(3,4-dimethoxybenzal)-diketopiperazin. 0,5 g Diketopiperazin, 
1,6 g Veratrumaldehyd, 1,4 g geschmolzenes Natriumacetat und 2,3 cem Essig- 
siureanhydrid werden wihrend 6 Stunden auf 130° erhitzt. Nach Erkalten 
behandelt man mit Wasser. Den abfiltrierten Niederschlag wischt man zu- 
erst mit Wasser, dann mit Alkohol und zuletzt mit Ather. Ausbeute: 1,5¢ 
(84°/,). Aus einem gro8en Volumen Essigsiiure umkrystallisiert, erhilt man 
die Substanz in Form gelber Tafeln, die in den organischen Lésungsmitteln 
sehr wenig léslich sind. Sie schmelzen unter Zersetzung bei 300—302°. 


0,0930 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 8,95 eem n/20-SO,H,. 
C,,H.,0,Ne (410) Ber. N 6,82 Gef. N 6,72. 


Bis - (3,4-dimethoxybenzyl)-diketopiperazin (Dimethoxypheny]- 
alanin-anhydrid). Man erhitzt 1 g der vorherigen Substanz mit 40 ccm 
Essigsiure zum Sieden und figt in kleinen Portionen im Verlauf von 
18 Stunden 2,5 g Zinkpulver zu. Die Fliissigkeit wird allmihlich vollstindig 
weib. Man filtriert, konzentriert bis auf ungefihr 5 cem und fiigt Wasser 
hinzu. Der reichliche Niederschlag wird filtriert und getrocknet. Ausbeute: 
0,6 g¢ (60°),). Mehrmals aus Essigsiure umkrystallisiert, schmilzt er bei 
215—216°. Lange, farblose, wenig in Wasser, gut in Essigsiiure und Alkohol 
lésliche Prismen. 
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tee 


0,1149 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 11,30 cem n/20-SO,H). 

C,H gg0gN_ (414) Ber. N 6,76 Gef. N 6,88. 

Hydrolyse. 2 g¢ Dimethoxyphenylalanin-anhydrid werden 24 Stunden 
lang im Drucktopf auf 120° mit 15 g krystallisiertem Bariumhydrat in 
100 cem Wasser erhitzt. Nach quantitativer Entfernung des Bariums mit 


Schwefelsiiure werden in tiblicher Weise 0,9 g (Ausbeute 45°/,) Dimethoxy- 
phenylalanin isoliert. Schmelzp. 252°. Durch Benzoylierung erhiilt man 


 Benzoyl-N-Dimethoxyphenylalanin vom Schmelzp. 173°. 


3-Methoxy-4-acetoxy-benzalhydantoin. 2,1 ¢ Vanillin, 1,4 g Hydan- 
toin, 1,8 g geschmolzenes Natriumacetat und 5 ccm Essigsiiureanhydrid, 
30 Minuten auf 125—130° erhitzt, geben ein hellgelbes Kondensationsprodukt, 
das aus Essigsiiure umkrystallisiert bei 262—263° schmilzt. Prismen, wenig 
léslich in Wasser. Léslich in Essigsiure und Alkohol. 


0,1057 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 15,4 cem n/20-SO,H,. 
C,,H,.0;N, (276) Ber. N 10,14 Gef. N 10,24. 


Johnson und Bengis verwandten bei dieser Kondensierung Essig- 
siure und erhielten das 3-Methoxy-4-oxy-benzalhydantoin, das bei 267° 
schmilzt. Mit der vorherigen Verbindung gemischt, schmilzt es bei 242—243°, 

3-Methoxy-4-oxy-benzylhydantoin. 1 ¢ 3-Methoxy-4-acetoxy-benzal- 
hydantoin wurde mit Natriumamalgam in der gelegentlich aihnlicher Priipa- 
rate bereits angegebenen Weise behandelt. Man erhiilt eine bei 202° schmel- 
zende Substanz, die mit der von Johnson und Bengis erhaltenen, durch 
Reduktion von 3-Methoxy-4-oxy-benzalhydantoin mit Zinn und Salzsiiure, 
identisch ist. 

0,0881 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl 15,1 cem n/20-SO,H,. 

C,,H,,0,N, (236) Ber. N 11,86 Gef. N 11,99. 

Die Analyse zeigt, daB wiihrend der Reduktion die Acetylgruppe ver- 
seift ist. 

3-Methoxy-4-acetoxy-benzal-2-thiohydantoin. 1,1 g Vanillin und 
0,7 g 2-Thiohydantoin wurden durch 0,7 g geschmolzenes Natriumacetat 
und 2,5 cem Essigsiureanhydrid kondensiert. Wir erhielten 0,6 g chrom- 
velbe Krystalle, die, aus Essigsiure umkrystallisiert, bei 246—247° schmelzen. 
Sie sind in Wasser praktisch unléslich, in Essigsiiure, Alkohol und Aceton 
lislich. 

0,0971 g Subst. verbrauchen nach Kjeldahl] 13,5 cem n/20-SO,H). 

C,,H,,0,N,8 (292) Ber. N 9,60 Gef. N 9,73. 

Entschwefelung. (3-Methoxy-4-oxy-benzalhydantoin.) 0,5 g des 
vorherigen 2-Thiohydantoins werden 1'/, Stunden mit 3g Monochloressigsiure 
in 6 com Wasser gekocht. Nach Erkalten und Zugabe von Wasser fillt 
3-Methoxy-4-oxy-benzalhydantoin. Aus Essigsiure umkrystallisiert Schmelz- 
punkt 267°, Keine Schmelzpunktsdepression, wenn mit reinen Krystallen 
des genannten Hydantoins gemischt. 

Gleichzeitig mit dem Austausch des Schwefelatoms gegen Sauerstoff 
ist also die Acetylgruppe abgespalten worden. 





_ 
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(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juli 1933.) 
Bei der thermischen Zersetzung von 12-Ketocholansiiure 
C,,H,0, (1) erhalt man in ziemlich glatter Reaktion unter Ab- 
spaltung von CO, und H,O, einen schén krystallisierten Kohlen- 
wasserstoff C,,H..1), der sich unter Aufnahme von 2H katalytisch 
hydrieren lift und der neben der dadurch festgelegten Doppel- 
bindung einen neuen, fiinften Ring enthalten mub. Diesem, als 
»Vehydro-norcholen* bezeichneten Kohlenwasserstoff muB nach 
der fiir das Geriist der Gallensiiuren und Sterine jetzt sicher- 
gestellten Formel die Konstitution Il gegeben werden. 
CH, 
CH, la, 
gl HC , CHCH, 
110,C—CH, HOCH, 7 ! | 
0 ‘CH, CCH, | - 
Ace “ur eee wie N 
ioe | ’ C D von | 
CH, | 1315 _ CH, a ee \ 
Pte a ol Cae ae sierte 
2 10 8) 10 | k 
| | A B omr 
8 is q + lanth 
——" ae a ee 
, 11 Chol; 
ist Vo 
Der Ubergang von I in II macht fiir die Seitenkette der mit 
Gallensiiuren und damit auch der Sterine die Haftstelle an C,, word 
sehr wahrscheinlich, fiir die durch AusschluB aller andern Méglich- rend 
keiten nur noch C,, und C,, iiberhaupt zu diskutieren sind. Wir ete 
') H. Wieland u. V. Wiedersheim, Diese Z. 186, 229 (1930). 
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haben nun den Kohlenwasserstoff C,,H,, mit Selen dehydriert 
und haben dabei mit einer Ausbeute von rund 10°/, an reiner 
Substanz einen intensiv gelben Kohlenwasserstoff der Zusammen- 
setzung C,,H,, vom Schmelzp. 174° erhalten, dessen Bildung sich 
aus der Formel Il ohne jede Schwierigkeit ableiten laBt. Es sind 
nimlich dabei die Ringe A, B, C, E aromatisch geworden, was 
nur unter Abspaltung der beiden Methylgruppen an C,, und C,, 
moglich ist. Auf Grund dieser zwangsliufigen Ableitung gelangt 
man fiir den neuen Kohlenwasserstoff, dessen methylfreien Grund- 
typ wir der Kiirze halber als ,Cholanthren* bezeichnen wollen, 
zu dem Formelbild III. 


|| Cal 
| | A || 
ol, | | 
| | ANAS 
| E||/ Cc | B 
Pa | c | BI 
| | j — wars a 
| | 
te ol H,C——CH, 
Il Ila 
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ANAS SZ ly a 
| | | | | || | )cH, 
hg aaa 
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Die rein aromatische Grundsubstanz, die sich zu ILI verhilt 
wie Naphthalin zu Acenaphthen, ist das sogenannte Naphthanthracen 
von Elbs}), das von Gabriel und Colman?) als der angular konden- 
sierte KohlenwasserstoffIV erkannt worden ist. Die Beziehungen 
kommen klarer zum Ausdruck, wenn wir das Formelbild fiir Cho- 
lanthren in der iiblichen Anordnung (IIa) wiedergeben. Ein mit 
Cholanthren isomerer Kohlenwasserstoff von ganz ihnlichem Bau(V) 
ist vor einiger Zeit von Cook’) durch Kondensation yon Acenaphthen 
mit Phthalsiure-anhydrid iiber mehrere Zwischenstufen gewonnen 
worden. Dieser isomere Kohlenwasserstoff ist ebenfalls gelb, wih- 
rend IV zwar in Lésung lebhaft gelbgriin fluoresciert, aber noch 





1) Ber. chem. Ges. 19, 2209 (1886). *) Ber. chem. Ges. 33, 446 (1900). 
*) Chem. Soc. 1930, 1087. 
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farblos ist. Die Verschiebung der Absorption ins Sichtbare wird 
also in beiden Fallen, in III und in V, durch die cyclische An. 
gliederung der Athylengruppe hervorgerufen. 

Bei der Hydrierung des gelben Kohlenwasserstoffs C,,H,, mit 
Natrium und Amylalkohol werden 6 Atome Wasserstoff auf. 
genommen. Das schon krystallisierte, farblose Reaktionsprodukt 
stimmt scharf auf die Zusammensetzung C,,H,, und bestitigt 
somit die fiir Methyl-cholanthren abgeleitete Formel C,,H,,. Wenn 
man beriicksichtigt, daB im Acenaphthen der eine der aroma- 
tischen Ringe, im Phenanthren die freiliegende Doppelbindung 
des mittleren Ringes (49,10) unter den von uns angewandten 
Reduktionsbedingungen hydriert werden, so ergibt sich fiir den 
Kohlenwasserstoft C,,H,, zwanglos die aus III abgeleitete 
Struktur VL 


wii HO,C—H,C 
ilies 
i CHCH, 
| O CH, | 
— me 
[| 
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HC———CHCH, 
| CH, | 
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Wir haben auch gepriift, ob die durch Oxydation von Il 
schon friiher erhaltene 12-Keto-norcholansiure (VII) sich durch 
thermische Zersetzung analog dem Ubergang I~» II in einen uv- 
gesittigten pentacyclischen Kohlenwasserstoff C,,H,, (VIII) un- 
wandeln lasse. Dies gelingt nicht. Auch nach lingerem Erhitzen 
der Saiure VII wurden nach geringfiigiger CO,-Abspaltung fast nu 
saure Substanzen aus der Schmelze isoliert; ein krystallisierter 
Kohlenwasserstoff wurde nicht angetroffen. Dieser MiBerfolg war 
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auf Grund der Formeln durchaus zu erwarten. Am Modell stellen 
sich der Bildung des neuen ungesiittigten Fiinfrings bei der von 
uns nachgewiesenen trans-Verkniipfung der Ringe C und D?) so 
hohe Spannungen entgegen, daB sie héchst unwahrscheinlich, wenn 
nicht ganz ausgeschlossen ist. 


Durch diese Untersuchung diirfte die Haftstelle der Seiten- 
kette an ©,, sichergestellt sein. 


In einer soeben’ erschienenen Abhandlung  diskutiert 
L. Ruzicka’) fiir einen von ihm bei der Dehydrierung der 
Cholsiiure mit Selen erhaltenen farblosen Kohlenwasserstoff C,,H,, 
yom Schmelzp. 275° die unserem gelben Kohlenwasserstoff von 
cleicher Zusammensetzung zugeschriebene Formel III. Da in 
unserem Fall die Verkniipfungsstelle des 5. Ringes an C,, von 
vornherein festliegt, wird man sich fiir die isomere Verbindung 
wohl nach einer anderen Strukturformel umsehen miissen. 


Versuche. 


Darstellung von Methyl-cholanthren. 6 g Dehydro-norcholen 
mit 8g grauem Selen innig verrieben, werden zuerst 3 Stunden 
auf 150 bis 160° und dann noch 25 Stunden auf 320° erhitzt. 
(Bei kiirzerem Erhitzen oder bei nur wenig tieferen Temperaturen 
ist die Dehydrierung nicht vollstiindig; es wurden fast farblose 
Harze erhalten, die aber nicht zur Krystallisation zu bringen 
waren.) Das dunkelgelbe, schwach fluorescierende Harz wird mit 
Benzol herausgelést, und die Lésung von der Hauptmenge des 
Selens abfiltriert. Der Riickstand wird im Vakuum destilliert. 
Die erste Fraktion ist farblos und krystallisiert nicht. Die 
mittleren gelb gefarbten Fraktionen (etwa 280°, 80 mm) krystalli- 
sieren sofort im Kolbenansatz. Aus den letzten Fraktionen, die 
rotbraun sind, wurde nur nach wiederholter Destillation noch 
wenig krystallisierter Kohlenwasserstoff erhalten. 


Die gelben Krystallisationen wurden 6fters aus Benzol und 
aus Essigsiureanhydrid umkrystallisiert. Gelbe Blittchen, oder 
hei langsamem Abkihlen gelbbraune, derbe SpieBe. Ausbeute 0,3 
bis 0,6 g. Der Schmelzpunkt, 172° nach vorherigem Sintern, 
wird durch wiederholte Krystallisation nicht schirfer. Eine frak- 
tionierte Destillation im Hochvakuum brachte den Schmelzpunkt 
auf 174°; Sintern ab 172°. (Analysenwerte der 2. Subst.!) 


) Diese Z. 216, 91 (1933), *) Helvet. chim. Acta 16, 822 (1933). 
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3,938, 4,197 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 13,540, 14,490 mg CO,, 


2,16, 2,26 mg H,O. 


0,244, 0,192 mg Subst. in 2,701, 1,988 mg Campher. 4 = 12,5, 14,0° 


C.His Ber. C 94,01 H 5,97 M 268 
Gef. ,, 93,78, 94,16 ,, 6,14, 6,02 » 289, 276, 


Farbreaktion mit konzentrierter Schwefelsiure blutrot mit gelber 
Fluorescenz. 


Der Kohlenwasserstoff wird beim Kochen mit Zinkstaub in Eisessig- 
Salzsiiure nicht verindert. — Von Chromsiiure und Permanganat wird er 
leicht angegriffen, aber es konnten nur Spuren von in Wasser leicht léslichen 
Siiuren krystallisiert erhalten werden. — Bei der Destillation iiber Bleioxyd 
(270 bis 280°) wurden tiefer gefirbte Krystallisationen erhalten, deren 
Schmelzpunkt aber kaum veriindert war und die die gleichen Analysen. 
werte ergaben: C 94,06, H 6,07. Bei hdheren Temperaturen waren die 
Ausbeuten an krystallisierten Produkten minimal. 


Hexahydro-methyl-cholanthren. In eine siedende Lésung yon 
70 mg Methyl-cholanthren in 5 ccm Amylalkohol werden innerhalb 
von 2 Stunden 0,8 g Natrium eingetragen und allmahlich noch 
weiterer Amylalkohol zugefiigt. Schon nach wenigen Minuten hat 
sich die gelbe Lésung aufgehellt und ist am Ende der Reduktion 
fast farblos geworden. Man versetzt mit Wasser und Ather. Die 
Atherschicht wird abgetrennt, mit verdiinnter Séure und Wasser 
gewaschen und getrocknet. Der Ather wird verdunstet und der 
zuriickbleibende Amylalkohol im Exsiccator weggenommen. Dabei 
scheidet sich das Reduktionsprodukt in farblosen rhombischen 
Blittchen ab, die durch Verreiben mit wenig Ather von an- 
haftenden Schmieren befreit werden. Man _ krystallisiert aus 
Benzol, in dem der Kohlenwasserstoff ziemlich leicht léslich ist, 
unter Zusatz von Alkohol um. Nach zweimaliger Wiederholung 
der Operation liegt der Schmelzpunkt konstant und scharf bei 157°. 
Ausbeute gut. 

4,245 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 14,310 mg CO,, 3,05 mg H,0. 
C,,Hy, (274) ‘Ber. C 91,97 H 8,03. Gef. C 91,94 H 8,04. 

Mit konzentrierter Schwefelsiiure keine Farbreaktion. 
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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XXXV. Mitteilung. 
Zur Frage iiber die biologische Verwandlung des Carnosins. 


Von 
A. Parschin. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juli 1933.) 


} 8 


Trotzdem eine Reihe von Untersuchungen iiber die biologische 
Bedeutung des Carnosins vorhanden sind, ist sie bis auf den 
heutigen Tag vollkommen unaufgeklirt. Im Laboratorium des 
Prof. Wl. Gulewitsch sind bereits einige Untersuchungen in dieser 
Richtung ausgefiihrt. M. Dietrich) stellte fest, daB das Carnosin 
sich weder durch Pepsin, noch durch Trypsin spalten liBt, da- 
gegen unter der Einwirkung von Erepsin des Darmes in seine 
Bestandteile — J-Histidin und f-Alanin — zerfiallt. J. Hefter’) 
untersuchte die Verwandlung des Carnosins unter dem LEinfluS 
von Bakterien. Es gelang nicht, irgendwelche Produkte des Zer- 
falls von Carnosin auszuscheiden; offenbar zerfillt das Carnosin 
unter diesen Bedingungen in seine Endprodukte: Ammoniak und 
Kohlensiiure. Um der Liésung dieser Frage niherzutreten, ist 
es vor allem notwendig, die Vorgiinge der biologischen Umwand- 
lung dieses interessanten Stoffes einem Studium in der lebenden 
Zelle zu unterziehen. 

Den AnstoB zu der vorliegenden Arbeit gaben die klassischen 
Untersuchungen von F. Ehrlich iiber die Verwandlung verschie- 
dener Aminosiuren unter Einwirkung von Hefezellen. Das all- 
gemeine Schema dieses Vorganges ist von Ehrlich in folgender 
Formel ausgedriickt: R-CH(NH,)-COOH + H,O = R-CH,-OH 
+ NH, + CO,. Von diesen iiberaus interessanten Untersuchungen 
ausgehend, beschloB ich, die Prozesse und die Verwandlungsprodukte 


‘) Inaug.-Diss. Russisch (1915). 
*) Diese Z. 145, 276 (1925). 
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des Carnosins unter Einwirkung von Hefezellen einem Studium 
zu unterziehen. Zu diesem Zweck stellte ich folgenden Ver- 
such an. 
Versuch l. 
5,0 g Carnosinchlorhydrat, 1,5 g Na,HPO,; 0,2 g MgSO,; 0,02 g NaCl: 
1 Tropfen 10°/,ige FeCl,; 450,0 g Rohrzucker; 360,0 g ausgewaschene Bier 
hefe; 2 Liter Wasser. 


Nach 5 tagigem Stehen der Liésung bei Zimmertemperatur 
(17—18°) wurde dieselbe abgenutscht. Die Behandlung des Filtrats 
nach der Methode von F. Ehrlich*®) mit Ather im Kutscher- 
schen Extraktionsapparat, im Laufe von mehreren Stunden, lieferte 
keine faBbaren Produkte. Darauf wurde das Filtrat bis auf 
100 ccm eingeengt, mit Phosphorwolframsaure gefallt, der Nieder- 
schlag mit Atzbaryt zersetzt, der Uberschu8 an Atzbaryt im Filtrat 
durch einen CO,-Strom beseitigt und das neue Filtrat bis zu 
sirupartiger Konsistenz eingeengt. Nach einigen Tagen schieden 
sich aus dem Sirup Krystalle von Carnosin (0,3 g) aus. Zer- 
setzungsp. 241—242°, nach Gulewitsch 241—245% 

0,1224 g Subst.: 27 cem N, (25°, 746 mm). 

C,H,,0,N, (226,1) Ber. N 24,78 Gef. N 24,78. 

Im Filtrat, welches nach der Fallung mit Phosphorwolfram- 
siure erhalten wurde, gelang es nicht, irgendwelche Verwand- 
lungsprodukte des Carnosins zu finden. Es schieden sich nur 
Mineralsalze aus. 

F. Ehrlich erwihnt in seiner Arbeit, daB in seinem Labora- 
torium yon Dr. Zamkow f-Imidazolylithylalkohol unter der Kin- 
wirkung von Hefezellen auf Histidin erhalten wurde. In einem 
Schreiben an Prof. W].Gulewitsch teilt nun Prof. F. Ehrlich 
mit, dafi Histidin spiiter wiederholt zur Vergirung gebracht wurde, 
aber das Histidol auch in diesen Fiillen nach anderer Methodik 
nicht einwandfrei abgeschieden werden konnte. Prof. F. Ehrlich 
ist jetzt zur Uberzeugung gelangt, da& die Hefe das Histidin 
wohl intermediaér zu Histidol abbaut, ,da8 aber dann weiterhin 
eine Sprengung des Imidazolkernes erfolgt und der Stickstoff des 
Ringes dann von der Hefe fiir ihre EiweiBassimilation verbraucht 
wird. Die hierbei auftretenden niedermolekularen Sprengstiicke 
werden voraussichtlich aus dem Girgemisch nur sehr schwierig 
zu isolieren sein“, Fiir die Erlaubnis, diese Angaben mitteilen 
zu diirfen, erlaube ich mir, Herrn Prof. F. Ehrlich meinen Dank 
auszusprechen. 





*) Ber. chem. Ges. 44, 139 (1911). 
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Um die Méglichkeit der Bildung von Histidol in unserem 
Versuch genauer zu priifen, wurde ein zweiter Versuch unter den- 
selben Bedingungen angestellt, welcher die gleichen Resultate 
ergab. 

Aus obigen Versuchen folgt somit, daf das Carnosin unter 
der Einwirkung von Hefezellen tiefgehende Verwandlungsprozesse 
erleidet, wobei es offenbar bis auf seine Endprodukte — Ammoniak 


und Kohlenséiure — zerfillt. Die gleichen Ergebnisse erhielt 
W. Keil‘) beim Vergiren von /-Histidin. 
II. 


Ferner wurden Untersuchungen iiber die Verwandlung von 
Carnosin unter dem Einflu8 von Schimmelpilzen angestellt. Auch 
zu dieser Arbeit lenkten die Arbeiten F.Ehrlichs iiber die Ver- 
wandlung verschiedener Aminosiiuren in die entsprechenden Oxy- 
siituren unterm Kinflu8 von Schimmelpilzen nach folgendem Schema: 
R-CH(NH,)-COOH + H,O = R-CH(OH)-COOH + NH,. Zu den 


Versuchen wurde Oidium lactis benutzt. 


Versuch 1. 

17. If. 1932. — 15,0 g Carnosinchlorhydrat; 15,0 g Invertzucker; 0,5 g 
KH,PO,; 0,1 g MgSO,; 0,01 g NaCl; 1 Tropfen 10°/, ige FeCl,; 1000 cem 
Wasser. Die Loésung wurde 2 Tage hintereinander im Laufe von einer 
halben Stunde im Autoklaven unter str6mendem Wasserdampf erwiirmt. Am 
19. Il. wurde die Aussaat einer Oidium lactis-Kultur vorgenommen (bei 
Zimmertemperatur). Bereits am anderen Tage zeigte sich ein zarter Schimmel- 
rasen. Wihrend des Versuches, welcher einen Monat lang bis zum 19. ITI. 
dauerte, wurde die Mischung mehrmals durchgeschiittelt. Nach Beendigung 
des Versuchs wurde die Lésung abgenutscht und das Filtrat nach dem 
Ehrliehsehen Verfahren behandelt.*) In den Atherausziigen, welche beim 
Extrahieren im Laufe mehrerer Stunden bei alkalischer und bei saurer 
Reaktion im Kutscherschen Apparat erhalten wurden, wurde nichts FaB- 
hares vorgefunden. Danach wurde das Filtrat bis zur neutralen Reaktion 
gebracht und durch Phosphorwolframsiure gefillt usw., wie im oben be- 
schriebenen Versuch mit Bierhefe. Der eingeengte Sirup krystallisierte 
nach einigen Tagen aus. Die Krystalle (2,7 g) erwiesen sich als Carnosin. 
Zersetzungsp. 241—242°. 


0,1083 g Subst.: 23,7 eem N, (23°, 746 mm). 
C,H,,0O;N,4 (226,1) Ber. N 24,78 Gef. N 24,76. 
Das Phosphorwolframsiurefiltrat wurde mit Atzbaryt gefiillt und der 
BarytiiberschuB durch einen CO,-Strom entfernt. Auer NaCl-Krystallen 
wurde weiter nichts vorgefunden. 


Die gleichen Ergebnisse wurden auch im zweiten analogen Versuche 
erhalten. 





*) Diese Z. 207, 27 (1932). 5) Ber. chem. Ges. 44, 888 (1911). 
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Aus den obenbeschriebenen Versuchen ist zu ersehen, daf 
das Carnosin unter diesen Bedingungen in irgendwelche einfachen 
Verbindungen zerfallt, wahrscheinlich in Ammoniak und Koblen- 
sdure. 

Vollkommen andere Resultate hat M. Kigokawa®) bei Ein- 
wirkung von Schimmelpilzen auf Histidin erhalten. Dem Ver- 
fasser gelang es, Imidazolpropionsiiure abzuscheiden. Die Ver- 
schiedenheit der Prozesse biologischer Verwandlungen von Histidin 
und Carnosin ist aus anderen Untersuchungen zu ersehen.?) 

Besonderes Interesse erregen die von 8. Edlbacher und 
J. Kraus") mitgeteilten Ergebnisse. Bei Kinwirkung eines neuer- 
dings aus der Leber verschiedener Tiere isolierten Ferments, der 
Histidase ’), beobachteten die Verfasser den Zerfall von Histidin 
in Ammoniak, Glutaminsiiure und voraussichtlich Ameisensiiure. 
Sie setzen auf Grund ihrer Versuche yoraus, da8 Carnosin durch 
Histidase nicht gespalten wird. 

Zum SchluB driicke ich Prof. Wl. Gulewitsch fir seine iduBerst 
wertvollen Hinweise wihrend meiner Arbeit meinen tiefsten Dank aus. 
Der Akademie der Wissenschaften der USSR., welche mich bei Ausfiihrung 


vorstehender Untersuchung durch Geldmittel unterstiitzt hat, spreche ich 
meinen besten Dank aus. 





6) Diese Z. 214, 38 (1933). ’) Diese Z. 191, 225 (1930). 
*) Diese Z. 157, 106 (1926). 
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Uber ein Vorkommen von ;-Carotin. 


Von 


Alfred Winterstein. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1933.) 


In einer Untersuchung iiber die Carotinfarbstoffe der in Nieder- 
lindisch Indien vorkommenden Friichte von Gonocaryum pyri- 
forme ist gezeigt worden’), daB in diesen Friichten neben Lycopin, 
é-Carotin und e¢-Carotin noch ein weiterer Carotinkohlenwasserstoff 
vorkommt, der Vitamin A-Wirkung besitzt. Dieses ,neue Pro- 
vitamin A“ lieB sich nach seinen Absorptionsbanden und nach seinem 
Verhalten im Chromatogramm zwischen /-Carotin und Lycopin ein- 
reihen. R. Kuhn und H. Brockmann’) konnten aus einem Carotin- 
gemisch, das etwa 85°/, der @-Form und 15°/, der @-Form enthielt, 
in einer Ausbeute von 0,1°/, einen weiteren Carotinkohlenwasserstoff 
der Zusammensetzung C,,H,., isolieren, der als y-Carotin bezeichnet 
wurde. Das aus den Gonocaryumfriichten gewonnene neue Pro- 
vitamin unterschied sich vom y-Carotin durch die um einige mu 
verschobenen Absorptionsbanden. Es ist die Vermutung aus- 
gesprochen worden, daB das neue Provitamin — noch nicht ganz 
rein — mit dem y-Carotin identisch sein kiénnte oder daB es 
sich bei diesen beiden Farbstoffen um Abkémmlinge des - bzw. 
¢-Carotins mit einem geéfineten Iononring handle, ferner ist die 
Méglichkeit einer cis-trans-Isomerie in Betracht gezogen worden. 

Dank der Bemiihungen von Herrn R. Koolhaas, Buitenzorg, 
gelangten wir in den Besitz von 300g frischen Schalen von Gono- 
caryumfriichten. Diese iiberstanden, unter 10°/, iger Ammonsulfat- 
lésung aufbewahrt, den mehrwéchigen Transport im Gegensatz 
zu friiheren Sendungen ohne jede Verinderung. Die getrockneten 
Schalen wurden mit Petrolither extrahiert und die Farbstoffe 
nach dem Prinzip der chromatographischen Adsorptionsanalyse *) 
getrennt. Dabei erwies sich das auch von R. Kuhn und H. Brock- 
mann zur Gewinnung von y-Carotin verwandte aktivierte und 
nach H. Brockmann standardisierte Aluminiumoxyd als viel 
zweckmaBiger, als das friiher angewandte Gemisch Fasertonerde- 
Aluminiumoxyd. Schon nach 2maliger Adsorption war eine weit- 
gehende Trennung der Farbstoffe erreicht. Ebenso wie bei der 
ersten Untersuchung der Gonocaryum-Farbstoffe, lieBen sich auch 
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im frischen Ausgangsmaterial Lycopin, #-Carotin und e@-Carotin 
nachweisen. An Stelle der friiher erhaltenen Hauptfraktion, deren 
Absorptionsbanden bei 529,5, 492, 458, 429 mu (CS,) lagen, wurden 
nunmehr aber 2 Fraktionen erhalten, yon denen die eine — mengen- 
maiBig stark tiberwiegend — mit y-Carotin identifiziert werden 
konnte, wihrend die zweite einen neuen Carotinfarbstoff enthielt, 
Das aus Gonocaryumfriichten gewonnene y-Carotin schmolz bei 
172° und krystallisierte ebenso wie das von R. Kuhn und H. Brock- 
mann beschriebene in zu Biischeln vereinigten Nadeln. In den 
Absorptionsbanden zeigte sich zwischen den beiden eine Differenz 
von etwa 1 mp, méglicherweise ist das aus Gonocaryumfriichten 
erhaltene Priparat, von welchem zu mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren zu wenig vorlag, noch nicht ganz rein. Das y-Carotin 
macht etwa 50°/, der gesamten in den Gonocaryumfriichten 
enthaltenen Carotinfarbstoffe aus, sie sind damit das bisher 
ergiebigste Ausgangsmaterial zur Gewinnung von y-Carotin. Beim 
Stehenlassen der petrolitherischen Mutterlauge des  y-Carotins 
trat intensiver I[onongeruch auf; damit ist ein weiterer Anhalts- 
punkt fiir die Richtigkeit der 7-Carotinformel gewonnen. 

Die von A. Winterstein und U. Ehrenberg’) fiir das neue 
Provitamin erérterte Formel wird von R. Kuhn und H. Brock- 
mann als der beste Ausdruck fiir das y-Carotin angesehen. 
Danach stellt das 7-Carotin ein #-lononderivat dar, es leitet sich yom 
f-Carotin in der Weise ab, da8 ein Iononring gedffnet ist. Nachdem 
die Anwesenheit eines vom #-Carotin ableitbaren monocyklischen 
Kohlenwasserstoffs neben «- und £-Carotin in Gonocaryumfriichten 
erwiesen ist, liegt die Annahme nahe, daf auch ein vom «-Carotin 
ableitbarer monocyklischer Kohlenwasserstoff vorhanden sein kénnte. 
Tatsichlich gelang es, eine ,,chromatographisch einheitliche“ Frak- 
tion zu gewinnen, deren erste Absorptionsbande in Schwefelkohlenstofi 
bei 525,5 my lag, an der Stelle also, die man ungefahr fiir einen vom 
.@-Carotin ableitbaren monocyklischen Kohlenwasserstoff erwarten 
diirfte. Das Vorhandensein dieses vorerst nur spektroskopisch nach- 
gewiesenen 0d-Carotins erklart, warum das neue Provitamin aus 
Gonocaryumfriichten nicht sofort als 7-Carotin erkannt worden ist. 
y- und 0-Carotin unterscheiden sich in ihren Adsorptionsaffinitiiten 
so wenig, da die chromatographische Trennung nur mit einem 
ganz besonders geeigneten Adsorptionsmittel méglich ist. 

In nachfolgender Tabelle stellen wir die fir y-Carotin, sowie die 
fir die 0-Carotinfraktion gefundenen Absorptionsbanden im Vergleich 
zu den fiir ¢-Carotin, 8-Carotin und Lycopin angegebenen zusammen. 




















Uber ein Vorkommen von y-Carotin. 




















Farbstoff ee in mu : 
Schwefelkohlenstoff | Chloroform Hexan 
Lycopin ee ee 546 506 474 | 521 487 454 504 472 443 
y-Carotin aus Gono- | 
caryum.... . 932 495 462 507 474 444 493,5 461 432 
y-Carotin nach Kuhn 
und Brockmann . 533,5 496 463 5085 474 446 494 462 431 
ey a 526 490 457 503 470 440 490 458 428 
-Carotin a 520 485 453 495 461 480 482 451 425 
a-Carotin..... ~~ ee ll ae. 


d-Carotin findet sich in den Gonocaryumfriichten in einer 
Menge von etwa 10°/, des Gesamtfarbstoffes. Seine Reindarstellung 
wird mit Riicksicht auf die von R. Kuhn und H, Brockmann’) 
vemachten Feststellungen, daB «- und y-Carotin nur halb so 
starke Vitamin A-Wirkung wie §-Carotin besitzen, besonders im 
Hinblick auf die Frage nach dem Zusammenhang zwischen Kon- 
stitution und Vitamin A-Wirkung, von Bedeutung sein. 


Experimenteller Teil. 

Die unter 10°/, Ammonsulfat aufbewahrten Schalen von 
Gonocaryumfrichten wurden durch Waschen mit Wasser yon 
Ammonsulfat befreit, in 500 ccm Aceton eingelegt, nach 24 stiin- 
digem Stehen abgepreBt und die so vorbehandelten Schalen bei 40° 
getrocknet. Nach dem Mahlen in einer Porzellankugelmiihle wurde 
das staubfeine, hellgelb gefairbte Pulver (70 g) mit insgesamt 
750 ccm Petrolather (30—50°) in der Kalte extrahiert. Der dunkel- 
orangegelb gefarbte Extrakt wurde mit 10°/, methylalkoholischer 
Kalilauge versetzt und unter LuftabschluB 12 Stunden geschiittelt. 
Die Seifen wurden durch Waschen mit Wasser entfernt, die 
petrolitherische Liésung getrocknet und auf 300 ccm eingeengt. 
Diese Lésung wurde in bekannter Weise an aktiviertes Aluminium- 
oxyd*) adsorbiert (Héhe des Adsorptionsrohres 17 cm, Durchmesser 
6cm) und mit 2 Liter gewaschenem Benzin (70°) zum Chromato- 
gramm entwickelt. Es bildeten sich 4 scharfe Zonen, von denen 
die oberste aus Lycopin, die zweite aus y- und 0-Carotin, die dritte 
aus #-Carotin und die unterste aus «-Carotin bestand. Die zweite 
Fraktion wurde nochmals adsorbiert, wobei noch eine kleine Menge 
Lycopin abgetrennt werden konnte. #-Carotin war hier nur in 
Spuren vorhanden. Das Chromatogramm wurde in der Weise zer- 


*) ,Aluminiumoxyd fiir Adsorptionszwecke“ standardisiert nach H. 
Brockmann erhiltlich bei E. Merck, Darmstadt. 













952. Alfred Winterstein, Uber ein Vorkommen von y Carotin. 


kohlenstoff bei 532—533 my lag, gefaBt werden konnten (etwa 
50—60°/, des gesamten Farbstoffes). Diese Fraktion wurde noch- 
mals adsorbiert, wobei eine kleine Menge eines Farbstoffes mit 
tiefer liegenden Absorptionsbanden abgetrennt werden konnte, 
Eine Probe ergab, daB das so gewonnene y-Carotin chromato- 
graphisch einheitlich war. Die Hauptfraktion wurde mit Petrol- 
iither—Methanol eluiert, das Methanol ausgewaschen, der Petrol- 
iither bis auf ein kleines Volumen im Vakuum verdampft, das 
Konzentrat in eine Ampulle iibergefiihrt, das Lésungsmittel im 
Vakuum vollstindig entfernt und die Ampulle im Hochvakuum 
zugeschmolzen. Nach einiger Zeit begann das y-Carotin aus der 
braunrot gefarbten Masse in den typischen zu Biischeln ver-. 
einigten Nadeln auszukrystallisieren. Nach mehrtiigigem Stehen war 
die Krystallisation beendet. Die Ampulle wurde durch Einstellen 
in Aceton—Kohlenséure gekihlt, der Inhalt mit sehr wenig stark 
gekiihltem Pentan angerieben und sofort abgenutscht. Starke Kiihlung 
und sehr rasches Arbeiten sind notwendig, da sich die Krystalle in 
Gegenwart der groBen Menge farbloser Begleitsubstanzen auch in 
tiefsiedendem Petrolather leicht wieder lisen. Es wurden etwa 3 mg 
Krystalle gewonnen, die, in einer Spur Benzol gelést, auf Zusatz 
von Methanol in Niadelchen vom Schmelzp. 172° (Mikroschmelz- 
punktsapparat nach G. Klein®) erschienen. Die Mutterlauge dieser 
Fraktion roch nach einigem Stehen an der Luft intensiv nach Jonon. 

Diejenigen Anteile des Chromatogramms, deren erste Ab- 
sorptionsbande in Schwefelkohlenstoff bei 525—528 mp lag, wurden 
nach der Elution mit Methanol—Petrolither und Entfernen des 
Methanols erneut der chromatographischen Analyse unterworfen. 
Zur Entwicklung des Chromatogramms wurde ein Gemisch Benzin- 
Benzol 20:1 verwendet. Die Mittelfraktion (d-Carotin) wurde noch- 
mals an Aluminiumoxyd adsorbiert, sie besaB die im theoretischen 
Teil angegebenen Absorptionsbanden. 


Zusammenfassung. 

Das in den Gonocaryumfriichten aufgefundene ,neue Pro- 
vitamin A“ ist ein Gemisch von 7-Carotin und einem neuen 
Carotinfarbstoff (d-Carotin). Die Schalen der Gonocaryumfriichte 
sind das beste Ausgangsmaterial zur Darstellung von y-Carotin. 


Literatur. 
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Zur Frage der Identitét von Ascorbinsiure und Vitamin C. 
(VI. Mitteilung iiber das Vitamin C.) 


Von 


Fritz Micheel und Th. Moll. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Universititslaboratorium Géttingen 
und dem experimentell-therapeut. Forschungslaboratorium der Firma E. Merck, Darmstadt.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1933.) 


Die im Verhiiltnis zu den Vitaminen A, B, und D hohe Schutzdosis 
der Ascorbinsiiure (etwa 1 mg pro Tag und Meerschweinchen) hat den Ge- 
danken aufkommen lassen, da8 der Ascorbinsiiure eine nicht abtrennbare 
Verunreinigung beigemengt ist, die fiir ihre antiskorbutische Wirksamkeit 
verantwortlich zu machen ist. Gegen diese Annahme sind bereits yon 
Harris und Ray’) eine Reihe von Tatsachen angefiihrt worden. Ferner ist 
zu beriicksichtigen, daB das Vitamin C in der Natur in weit betrichtlicheren 
Mengen zur Deckung des Bedarfes zur Verfiigung steht als die genannten 
Vitamine. Szent-Gydérgyi konnte auBerdem zeigen”), daB der Mono-aceton- 
ascorbinsiure gegeniiber der Ascorbinsiure eine wesentlich schwiichere anti- 
skorbutische Wirkung zukommt, daB aber die aus der Mono-acetonverbindung 
regenerierte Ascorbinsiiure wieder ihre volle Wirksamkeit hat. 

Der Gedanke lag nahe, daB die Aktivitit der Mono-aceton- 
ascorbinsiure nur darauf zuriickzufiihren ist, daB der Acetonrest 
durch die Magensiure abgespalten wird und die dann freiwerdende 
Ascorbinsiiure die eigentliche antiskorbutisch wirksame Substanz ist. 
Zur weiteren Aufklarung der Wirkungsweise der Mono-aceton- 
ascorbinsiure haben wir daher die Schutzwirkung nach paren- 
teraler Darreichung gepriift, da dabei die Abspaltung des Aceton- 
restes weniger zu befiirchten ist. Wir haben schon friiher im 
Meerschweinchenversuch gezeigt*), daB die Ascorbinsiure bei sub- 
kutaner und peroraler Verabreichung die gleiche antiskorbutische 
Wirksamkeit hat, und es war nun von Interesse, festzustellen, wie 
sich die Mono-aceton-ascorbinsiure bei dieser Art der Darreichung 
verhalten wird. Wenn es zutreffend ist, da die Vitamin C-Natur 
der Ascorbinsiure auf eine Beimengung zuriickzufiihren ist, so 
miiBte bei parenteraler Verabreichung die Wirksamkeit der Mono- 
acetonverbindung erhalten bleiben. Ist es nicht der Fall, dann 
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ist das Vorhandensein einer Beimengung abzulehnen, oder es kann 
nur noch der Einwand erhoben werden, da8 die Beimengung 
ebenfalls in einer fiir den Organismus bei dieser Art der Dar- 
reichung nicht spaltbaren Acetonverbindung vorgelegen hat, was 
wenig wahrscheinlich ist. 

Es zeigte sich nun, daB die Mono-acetonverbindung bei sub- 
kutaner Verabreichung antiskorbutisch véllig unwirksam ist. Damit 
hat der SchluB, daB die Ascorbinsiiure selbst und nicht eine Ver- 
unreinigung fiir die antiskorbutische Wirksamkeit verantwortlich 
ist, wesentlich an Sicherheit gewonnen. Noch nicht entschieden 
ist hiermit jedoch die weitere Frage, ob die Ascorbinsiure nur 
das Provitamin C ist. 

Uber das Ergebnis der biologischen Priifungen von Aceton- 
ascorbinsiure gibt die Tabelle niheren AufschluB. 

Beziiglich der Versuchsdurchfiihrung ist an anderer Stelle*) schon aus- 
fiihrlich berichtet worden. Die zur Priifung verwendete Aceton-ascorbin- 
siure entsprach in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften der 
von von Vargha’) beschriebenen Verbindung. Sie wurde zur Priifung 
wiihrend der Versuchsdauer im Chlorcalcium-Exsiccator unter Vakuum auf- 
bewahrt. Verwendet wurde eine 0,1 und 0,3°/,ige Lésung, die tiglich immer 
kurz vor der Behandlung der Tiere frisch bereitet wurde, da beim Auf- 
bewahren der Lésung sonst langsam Hydrolyse eintritt. Die subkutane 
Injektion von 0,5 cem erfolgte immer an einer anderen Stelle in die Unter- 
haut des Bauches. Stirkere entziindliche Infiltrate sind infolge der Injektion 
nicht aufgetreten. 

Die gleichzeitig mit der Aceton-ascorbinsiure auf antiskorbutische 
Wirksamkeit gepriifte Ascorbinsiiure aus Paprika ist durch das freundliche 
Entgegenkommen von Herrn Prof. Szent-Gyérgyi zur Verfiigung gestellt 
worden. Die Ascorbinsiure aus Apfelsinen stammt aus dem chemischen 
Hauptlaboratorium der Firma E. Merck. Verwendet wurde eine 0,1°/,ige 
Lésung, die bei Versuchsbeginn hergestellt und, in Tagesdosen in Ampullen 
unter Kohlensiiure eingeschmolzen, wihrend der Versuchsdauer auf bewabrt 
wurde. Der zum Vergleich mitverwendete Citronensaft wurde tiglich durch 
Auspressen yon Citronen gewonnen, 

Der Tabelle ist zu entnehmen, dai die Aceton-ascorbinsiure 
nach peroraler Darreichung in ‘T'agesdosen von 1,5 mg_anti- 
skorbutisch wirksam ist. Der Wachstumsstillstand und das Aut- 
treten von makroskopisch bei der Zerlegung nachweisbaren skor- 
butischen Erscheinungen wird verhindert. Nach dem Zahnbefund 
sind die Tiere jedoch nicht vdéllig geschiitzt. Bei der kleineren 
Tagesdosis von 0,5 mg ist die Schutzwirkung geringer. Die Tiere 
zeigen bei dieser Dosis durchweg ausgepriigte Skorbuterscheinungen. 
Im Vergleich mit der antiskorbutischen Wirksamkeit von Ascorbin- 
siure ist die Aceton-ascorbinsiiure schwicher wirksam. Bei der 
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Ascorbinsiiure verhindert die Tagesdosis von 0,5 mg das Auftreten 
von pathologisch-anatomisch nachweisbaren Skorbuterscheinungen, 
und histologisch ist nach dem Zahnbefund der Skorbutgrad geringer, 
Die aus verschiedenem Ausgangsmaterial (Nebennieren, Paprika, 
Apfelsinen) gewonnene Ascorbinsiiure hat dabei keine auffallenden 
Unterschiede in der Winksamkeit ergeben. Die etwas schwiichere 
Schutzwirkung der aus der Paprika stammenden Ascorbinsiiure 
diirfte mit geringen Schwankungen bei der quantitativen Aus- 
wertung in Zusammenhang stehen. Aceton-ascorbinsiiure ist nach 
peroraler Verabreichung im Vergleich zu Ascorbinsiiure nur }/, 
bis 1/, so wirksam. Bei der subkutanen Darreichung ist dic 
Wirksamkeit noch erheblich geringer, wenn nicht vollkommen 
aufgehoben. Tagesdosen von 1,5 und 0,5 mg subkutan verabreicht, 
zeigen keinerlei Schutzwirkung. Aufer einer Verzégerung des 


Eintritts des Wachstumsstillstandes um 1—2 Tage, ist der Verlautf 


der Erkrankung der gleiche wie bei den Kontrollen. Bei der 
Zerlegung ist ferner aufgefallen, dai bei simtlichen Tieren [Mono- 
aceton-ascorbinsiure parenteral], auBer den typischen Skorbut- 
erscheinungen an den Pridilektionsstellen, Leber und Herzmuskel 
verfettet waren. Die Verfettung ist mitunter hochgradig und schon 
makroskopisch festzustellen. Sie wird offenbar bedingt durch 
toxische Wirkung der subkutan verabreichten Aceton-ascorbinsiiure. 

Mono-aceton-ascorbinsiiure und Ascorbinsiure unterscheiden 
sich demnach erheblich in ihrer physiologischen Wirkung. Ascorbin- 
siure ist bei peroraler und parenteraler Verabreichung antiskor- 
butisch gleich wirksam, wihrend Mono-aceton-ascorbinsiiure bei 
subkutaner Verabreichung die Wirksamkeit verliert und toxische 
Erscheinungen verursacht, die bei Ascorbinsiiure fehlen. Erwiihut 
sel noch, daB die Dimethyl-ascorbinsiiure (Schmelzp. 63°) ebenfalls 
antiskorbutisch unwirksam ist. 


Literatur. 


— 
. 


Harris u. Ray, Biochemie. J. 26, 2067 (1932). 

Svirbely u. Szent-Gyérgyi, Biochemic. J. 27, 279 (1933). 
Moll, Mercks Jahresberichte 46, 9 (1932). 

Dalmer u. Moll, Diese Z. 209, 211 (1932). 

5. von Vargha, Nature 130, 847 (1932). 
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Uber die antioxydative Wirkung des Thyroxins 
und thyroxinahnlicher Substanzen. 


Von 
L. De Caro. 
Mit 2 Figuren im Text. 
(Aus dem biologischen Forschungslaboratorium der 8. A. Carlo Erba, Mailand.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1933.) 


Seit langem ist bekannt, daf gewisse Gewebe oder Produkte 
pilanzlicher Herkunft besondere Substanzen enthalten, die das 
Ranzigwerden der Fette verhindern’) oder das Kintrocknen des 
Leinéls verlangsamen’); ebenso bekannt sind die Forschungen 
auf dem Gebiete der Ol- und Gummiindustrie iiber die Kigen- 
schaften vieler Substanzen, die angewandt werden, um die Reak- 
tionsgeschwindigkeit zu verindern oder um oxydative Prozesse 
und Polymerisationen, die zu Schiidigungen der betretfenden 
Produkte fiihren, zu verhindern. Mit dem Wirkungsmechanismus 
dieser hemmenden oder beschleunigenden Katalysatoren der Oxy- 
dationsvorgiinge beschiftigt sich die theoretische Auseinander- 
setzung von Moureau und Dufraisse*) und die komplizierte, 
auf der Elektronentheorie fuBende Erklirung, die vor kurzem von 
Milas‘) gegeben wurde. Auf die Wichtigkeit und biologische 
Bedeutung gewisser beschleunigender und retardierender Kataly- 
satoren haben in erster Linie Mattill und seine Mitarbeiter hin- 
gewiesen, insbesondere in bezug auf die Erhaltung der lipoid- 
léslichen Vitamine. 

Experimente in vitro haben gezeigt, daB das Carotin nicht nur, wie 
seit langem bekannt, eine autoxydable Substanz darstellt, sondern auch ein 
energischer Oxydationsbeschleuniger ist *) und da seine stiirkere Wirkung 


') J. Deschamps, zit. nach Moureau u. Dufraisse. 

*) E. Chevreul, zit. nach Moureau u. Dufraisse. 

*) Chem. Rev. 3, 113 (1927). 

*) Pub. Massach. Inst. Technol. 65, 1204 (1929) (zit. von Mattill). 

*) H.S. Oleovich u. H. A. Mattill, J. of biol. Chem. 91, 105 (1931). 
*) W. Franke, diese Z. 212, 234 (1932). 
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als Vitamin A, wenn es in Erdnufé! anstatt in anderen Lésungsmittely 
gelést ist, wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, daB in diesem Pflanzenj) 
antioxydative Substanzen vorhanden sind.”**) In der Tat konnten Olcott 
und Mattill aus dem unverseifbaren Anteil des Lattichs eine Substan; 
von der Zusammensetzung C,H,,0, in krystallisiertem Zustand isolieren, die 
ein Phenolhydroxyl enthilt und eine antioxydative Wirkung besitzt‘); jy, 
Maisél ist die Gegenwart einer Substanz mit analoger Wirkung festgestellt 
worden®); aus dem Lebertran isolierten Estill und Me Collum’) eine 
Verbindung, die die Salzophthalmie bei mit einem UberschuB an Ferro. 
sulfat ernihrten Ratten verhindern konnte, d. h. eine Substanz, welche die 
prooxydative Wirkung der Eisensalze aufheben konnte, die, wie bekannt, 
die Induktionsperiode der Fettoxydation verkiirzen’) und die Inaktivierung 
der Vitamine A und E*®® 11) beschleunigen. : 

Was die chemische Natur der Antioxydantien anbetrifit, so wei man, 
da8 die meisten von ihnen Oxyderivate aromatischer Substanzen sind, 
Nidhere Angaben finden sich in einer kiirzlich erschienenen interessanten 
Arbeit von Mattill und Mitarbeitern?’) iiber die Autooxydation in vitro 
von Fettmischungen (Speck und Lebertran). 

Als wichtigste Ergebnisse dieses Autors sind folgende zu nennen: 
Phenol ist als Antioxydans unwirksam, auch in der Konzentration yon 
2°/,; m-Kresol ist auch unwirksam, wiihrend die anderen Kresole und 
Thymol nur schwach wirksam sind; das am aromatischen Kern direkt 
sitzende Hydroxy] ist fiir die antioxydative Wirkung verantwortlich (9-Oxy- 
benzoesiiure und Salicylsiiure, Diacetylhydrochinon sind unwirksam); unter 
den Dioxyderivaten des Benzols sind besonders wirksam als Antioxydantien 
die o- und p-Verbindungen, schwach wirksam sind dagegen die m-Ver- 
bindungen; von den Trioxybenzolen ist das Phloroglucin schwach, Pyrogallol 
dagegen als Antioxydans stark wirksam; der vollstindig mit Hydroxylen 
besetzte hydroaromatische Ring (Inosit) ist unwirksam; von den Substanzen 
mit zwei oder mehr Benzolringen ist «-Naphthol 10 mal wirksamer als das 
6-Derivat; §-Naphthochinon sehr wirksam, das «-Derivat dagegen unwirk- 
sam; die Einfiihrung eines Methyls in o-Stellung in das Phenol (o-Kresol) 
erhoht die Wirkung nur um wenig, wiihrend die Hinzufiigung eines zweiten 





1) T. Moore, Biochemie J. 23, 1267 (1929). 
*) W.R. Duliére, R. A. Morton u. J.C. Drummond, J. Soe. Chem. 
Ind. 48, 316 (1929). 
*) J.C. Drummond, B. Ahmad u. R. A. Morton, J. Soe. Chem. Ind. 
49, 291 (1930). 
*) H. S. Oleott u. H. A. Mattill, J. of biol. Chem. 93, 65 (1931). 
*) H. A. Mattill u. B. Crawford, Ind. and Eng. Chem. 22, 341 (1930). 
®) J. of biol. Chem. 73, 157 (1927). 
) H. A. Mattill, J. Amer. Med. Assoc. 89, 1505 (1927). 
‘) J. H. Jones, J. of biol. Chem. 75, 139 (1927). 
) E. V. Me Collum, N. Simmonds u. J. E. Becker, Proe. Soe. exper. 
Biol. a. Med. 24, 952 (1927). 
) J. Waddell u. H. Steenbock, J. of biol. Chem. 80, 431 (1928). 
“) M. W. Taylor u. V. E. Nelson, Proe. Soe. exper. Biol. a. Med. 2%, 
64 (1930). 
12) J. of biol. Chem. 90, 141 (1931). 
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xenzolringes erheblich die antioxydative Wirksamkeit erhéht; unter allen 
untersuchten Substanzen kommt dem Hydrochinon der héchste antioxydative 
Wert zu. 

Fiir die Betrachtung vom biologischen Gesichtspunkt aus ist es von 
crober Bedeutung, da8 die Existenz von Pro- und Antioxydantien unter 
den Bestandteilen der natiirlichen Fette (tierischen und pflanzlichen) Ver- 
anlassung dafiir ist, diese Substanzen bei der Wirkungsbewertung der lipoid- 
lislichen Vitamine und wahrscheinlich auch allgemein bei oxydativen Pro- 
zessen im Organismus in Betracht zu ziehen. In der Tat ist gewid, wie 
Mattill ausfiihrt, die Feststellung von Interesse, daB Adrenalin eine o- 
und Thyroxin eine p-Oxyverbindung darstellt. 


Zweck der vorliegenden Untersuchungen ist, festzustellen, ob 
und in welchem MaB8e Thyroxin und verwandte Substanzen (Di- 
jodthyronin, Desjodothyroxin oder Thyronin, Dijodtyrosin) die 
Autooxydation ungesittigter Fettsiiuren in <tie in Gegenwart 
von Prooxydantien von biologischer Bedeutung wie Carotin und 
Vitamin A, hemmen. 


Methodik. 


Alle Bestimmungen des Sauerstoffverbrauchs werden nach der Mano- 
metermethode von Warburg durchgefiihrt, bei der konstanten Temperatur 
von 36,8° + 0,1° in Luft, bei etwa 30 Schwingungen pro Minute. 4 Tropfen 
10°, Kalilauge waren der Mittelzelle des Reaktionsgef iiBes zugefiigt worden, 
um die sich eventuell entwickelnde Kohlensiure festzuhalten. Die Summe der 
Volumina der verschiedenen Lésungen wurde in allen Versuchen bei 3 ccm 
konstant gehalten. Der gréBere Teil der Bestimmungen wurde mit Lein6l- 
siure als Substrat durchgef tihrt; sowohl die Leindlsiiure als auch die OI- 
siiure waren in 1°/,iger Natriumcarbonatlésung oder 0,2 n-Natronlauge ge- 
list, die durch Zugabe von 0,2 n-HCl in verschiedener Menge auf die ge- 
wiinschte Wasserstoffionenkonzentration gebracht wurden. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration wurde mit Wasserstoffelektrode gemessen, oder, wenn 
miglich, mit dem Kolorimeter nach Hellige. Die Konzentration der Fett- 
siure wurde in einem aliquoten Teil der Endlésung bestimmt, indem nach 
Ansiiuern mit Chloroform extrahiert und der Riickstand bestimmt wurde. 

Thyroxin und verwandte Substanzen wurden synthetisch hergestellt 
von Herrn Dr. M. Bachstez'), dem ich an dieser Stelle herzlich danke. 


Versuchsteil. 


1. Wirkung des Thyroxins 
auf die Autooxydation der Ol- und Leindlsdure. 
2 ccm Lésung von élsaurem Natrium (hergestellt durch 
Lisung yon 0,4 g Olsiure in 100 ccm 1°/,iger Natriumcarbonat- 


lisung) + 0,5 ccm 1°/,, Thyroxinlésung + 0,25 ccm destilliertes 


1) Chemisches Forschungslaboratorium der S. A. Carlo Erba- Milano. 











960 L. De Caro, 


Wasser bzw. 2ccm Oleat + 0,5 ccm Thyroxin 0,1°/,, + 0,25 cen 
Wasser, werden nach erreichtem thermischen Gleichgewicht yer. 
setzt mit 0,25 ccm kalt gesiittigter Kaliumferricyanidlésung. | 
Kontrollyersuch wird die Thyroxinlésung durch ein gleiches Vo- 
lumen destillierten Wassers ersetzt. Aus den in verschiedeney 
Zeitabstanden vorgenommenen Manometerablesungen ergeben sich 
folgende Werte in Kubikmillimetern aufgenommenen Sauerstofis, 


Tabelle I. 














emm QO, absorbiert von 
_ so a + Thyroxin 
),05 mg 0,5 mg 

1/, Stde. 29 20 37 
ee 92 52 54 
“= 190 120 15 
i, 300 225 109 
‘ 350 282 137 

>. 406 344 156 

GS am 440 391 182 











Thyroxin allein in alkalischem Medium (gleiche Menge Na- 
triumcarbonat 1°/,) oder in Gegenwart von Kaliumferricyanid 
allein oder von Natriumoleat allein, gibt unter den bei obigem 
Versuch beschriebenen Bedingungen keine bemerkenswerten Ver- 
inderungen. 

Wegen der langen Induktionszeit der Olsiure wurde dic 
Oxydation durch Kaliumferricyanid nach Wright und Arthur’ 
beschleunigt. 

Das Ferricyanid dirfte in Gegenwart von ungesiittigten Fett- 
siuren in alkalischem Medium nicht als einfacher Sauerstofi- 
iibertriger vermittels einer cyclischen Reaktionsfolge  wirken, 
sondern als Urheber einer Kettenreaktion (Haber) wie Wright. 
Conant und Kamerling gezeigt haben.?) 

Obiger Versuch beweist die hemmende Wirkung des Thyr- 
oxins auf die Oxydation der Olsiure. Man gelangt mit noch 
gréferer Klarheit zu dem gleichen Ergebnis, wenn als Substrat 
Leinélsiure angewandt wird; in diesem Falle wird auf das Kaliun- 
ferricyanid verzichtet, da die Oxydation von Anfang an mit ge- 
niigender Intensitét vor sich geht. Die in der Tab. II wieder- 
gegebenen Ergebnisse sind mit 2,5 ccm Leindélsiurelisung (2 ccm 


’) J. of biol. Chem. 90, 764 (1931). 
®) J. of biol. Chem. 94, 411 (1931). 








Lell 
erha 
losu 
3 ee 


lein 


wen 
hat 

drii 
und 
und 


des 
Hy 
rey 
OX) 
das 











cM 
yer. 

Im 
V0- 
nen 
ich 
fs, 





Uber die antioxydative Wirkung des Thyroxins usw. 961 


Leindlsiure gelést in 100 ccm 1°/,iger Natriumcarbonatlésung) 
erhalten worden, der 0,1 bzw. 0,5 com einer 1°/,,igen Thyroxin- 
lisung zugefiigt worden war und deren Volumen mit Wasser auf 
scem aufgefiillt wurde. Der Kontrollversuch enthilt 2,5 cem 


leindlsaures Natrium -+- Wasser. 


Tabelle IL. 








emm Sauerstoff aufgenommen von 
Zeit einen SNe NTR 
. lhyroxin Thyroxin 
Kontrolle | * 7 2YT° " Phy oe 
0,1 mg 0,5 mg 
1/, Stde. 23 14 3 
és 60 35 12 
2 160 85 3D 
S 995 160 AS 
{ - 460 248 80 
S « 650 370 110 



































II. Wirkung des Thyroxins, quantitativ verglichen mit derjenigen 
des Thyronins, Dijodthyronins, Dijodtyrosins und Hydrochinons. 

Um zu sehen, ob die antioxydative Wirkung des Thyroxins 
an seine bekannte Hormonwirkung gebunden oder von dieser un- 
abhingig ist, haben wir gepriift, ob und in welchem MaBe andere 
Substanzen, dem Thyroxin mehr oder weniger in Molekularstruktur 
und physiologischer Wirkung ihnlich, die Autoxydation der Leinél- 
siiture beeinflussen, und in welcher Richtung. 

Es ist bekannt, da8 Thyronin (von derselben Struktur wie Thyroxin 
weniger 4 Atome Jod) keinerlei thyroxinahnliche Wirkung hat; Dijodthyronin 
hat 2 Atome Jod weniger als Thyroxin und behilt einen Teil der Schild- 
driisenwirkung ')*)*); Dijodtyrosin, mit einem aromatischen Kern weniger 
und mit 2 Atomen Jod kann als halbes Thyroxinmolekiil angesehen werden 
und wirkt, wenigstens in gewisser Hinsicht*)*), wie dieses. 

Um zu einer relativen Bewertung der Antioxydationswirkung 
des Thyroxins zu gelangen, haben wir sie mit derjenigen des 
Hydrochinons verglichen, das nach Mattill, unter den von ihm 
gewihlten experimentellen Bedingungen, einen sehr hohen anti- 
oxydativen Index aufweist (Verhiltnis der Induktionsperioden fiir 
das Substrat, mit und ohne Antioxydans). 


1) E. Abderhalden u. E. Wertheimer, Z. exper. Med. 63, 557 (1928). 
*) A. Canzanelli u. D. Rapport, Amer. J. Physiol. 103, 279 (1933). 
’) L. De Caro u. M. Giani, Boll. Soc. Biol. sper. 7, fase, 11 (1932). 
*) J. Abelin, Biochem. Z. 233, 483 (1931). 

*) J. Abelin u. C. Wegelin, Klin. Wschr. Nr. 51, 2103 (1932). 
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In Fig. 1 sind die Ergebnisse aufgefiihrt, die bei Einwirkung dieser 
Substanzen bei gleicher Konzentration erhalten wurden: 0,5 ccm einer 
m/1000-Lésung auf 2,5 cem Linoleinat (1,5"/,ig in bezug auf Leindlsiyre) 
von py = etwa 9,5. Als Kontrolle dient 2,5 cem Linoleinatlésung + 0,5 ce 


Wasser. 


Es ergibt sich, daB auch Thyronin als antioxydative Sub. 
stanz wirkt, quantitativ etwa wie Thyroxin, daB Thyroxin und 
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Dijodthyronin in ihrer Wirkung praktisch gleich sind, daB Thyroxin 
ein viel energischeres Antioxydans darstellt als das Hydrochinon, 
Wenigstens unter unseren experimentellen Bedingungen; daB ferner 
Dijodtyrosin, wenn auch viel weniger wirksam als Thyroxin, eine 
stiirkere antioxydative Wirkung ausiibt als Hydrochinon.?) 


*) Die bisher angefiihrten experimentellen Ergebnisse sind in der 
Sitzung vom 2. Februar des Soc. It. Biol. Sper. Milano, (1933) mitgeteilt 
worden. 
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Il. Einflu8 von p, auf die Aufmahme von Sauerstoff durch die 
Leinélsdure und auf die Intensitat der antioxydativen Wirkung. 

In allen bisher durchgefiihrten Untersuchungen war die 

Lisung des Linoleinats deutlich alkalisch, ungefiihr p, 9,5. Da 

bh. & mit der Verschiebung des Wasserstoffionenexponenten des Substrats 

nd gegen die neutrale Reaktion eine Verminderung des autooxydativen 

 Prozesses beobachtet wurde, haben wir die Intensitiit des anti- 

oxydativen Effektes bei wenigstens einigen der untersuchten Sub- 

stanzen in Parallelversuchen gepriift. In der Tab. III findet man 

die Werte fiir den Sauerstoffverbrauch in cmm von 3 ccm Linoleinat 
‘Konzentration der Linoleinsiure 1,4°/,) bei verschiedenen 


Tabelle LILI. 



































Zeit PH=7,2 Pur = 8,0 PpH=9,6 
50 Min. 0 5 53 
2 Stdn. 29 59 197 
3 ss 73 141 418 
D> 4 165 340 750 











In der Tab. IV sind die Sauerstoffabsorptionswerte fiir das 
gleiche Substrat (2,5 cem Linoleinat bei p,, 7,3 und 8,0) ohne 
(Kontrolle) und mit gleichen Mengen Hydrochinon und Thyroxin 


0,5 com m/1000-Lésung) angegeben. 











Pu= 1,3 P= 5,0 
Zeit io Ae AS ae ae 2. ‘ 
ip mit Hydro- mit » mit Hydro- mit 
Kontrolle 2 ‘ ._ |Kontrolle e% CO il 
chinon | Thyroxin chinon Thyroxin 
1 Std. 9 6 0 16 3 0 
o 106 10 25 111 14 19 
a ws 286 10 55 280 28 47 








Bei diesen Versuchen ist zu bemerken, daB die praktisch 
sleichen Werte der Kontrollversuche trotz verschiedener p,,-Werte 
sich dadurch erkliren, daf die jeweiligen Konzentrationen an Lein- 
Glsiure nicht vollkommen identisch waren: 1,31°/, fiir die Lésung 
mit p,, 8,0 und 1,55°/, fiir die mit p,, 7,3, so daB sich die Unter- 
schiede kompensieren. Immerhin, im Vergleich zu den Daten der 
Fig. 1, ergibt sich, daB bei Annaherung des p,-Wertes an die 
Neutralitat die antioxydative Wirkung des Thyroxins nur wenig 
abnimmt, die des Hydrochinons dagegen bedeutend zunimmt, so- 
daB sie bei p,, 7,3 die des Thyroxins bedeutend iibersteigt. 
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IV. Antioxydative Wirkung des Thyroxins in Gegenwart von Carotin 
(Vitamin A), 

Zahlreiche Versuche wurden mit Lésungen von Thyroxin in 
Linoleinat unternommen, indem Carotin—Benzollésungen bzw. Lisun- 
gen von Unverseifbarem des Heilbut-Lebertrans (Hippoglossus) 
verschiedener Konzentration mit Leinélsiure hergestellt wurden, 
(Das Benzol wurde im warmen Stickstoffstrom vertrieben). Die 
Ergebnisse weisen, wenn sie auch die hemmende Wirkung des Thyr- 
oxins aufzeigen, bemerkenswerte UnregelmiBigkeiten auf. In der 
Mehrzahl der Falle wurde eine hemmende Wirkung anf die Auto- 
oxydation des Linoleinats sowohl durch Carotin als auch durch 
Unverseifbares beobachtet, d. h. wir erhielten ein gleiches Ergeb- 
nis hinsichtlich der prooxydativen Wirkung des Carotins und des 
Vitamins A wie Monaghan und Schmitt}), aber ein entgegen- 
gesetztes wie Mattill (a. a. O.) und Franke (a. a. O.). Wahr. 
scheinlich beruht dieser Unterschied, wie Franke bemerkt, auf 
den verschiedenen experimentellen Bedingungen. Fiir den Zweck 
der vorliegenden Untersuchung ergab sich die Notwendigkeit, die 
Technik zu andern und zu einer anderen Methode iiberzugehen, 
die besser das Verhalten von Carotin in Gegenwart von Thyroxin 
und verwandten Substanzen erkennen liBt. Es wurde demnach 
die Bestaindigkeit der Farbung der verschiedenen carotinhaltigen 
Fliissigkeiten bestimmt, indem mit dem Zeissschen Stufenphoto- 
meter (Filter 8. 47) der Oxydationsgrad aus der Intensitiit der 
Entfairbung berechnet wurde. 

Wir arbeiteten wie folgt: 0,0135 g Carotin (The British Drug Houses) 
in Benzollésung werden mit 15 ecm Leinélsiure versetzt; das Benzol wird, 








wie oben beschrieben, ent- 

Ky | fernt; 5cem dieser Lésung 
off | werden in 50cem 1 n-NaQH 
2 | \ monoweteusyorocuinos | «= hei maBiger Wirme gelist 
te. a ee esl  vsoum = | Und mit Wasser auf 125 ccm 
) \O Ss . | aufgefillt; 20 cem der er- 





_ 4 
Sag. ite, aaa THveOxIN haltenen Lésung werden ver- 


setztmit a)20cem '/,, n-NaOH 
(Kontrolle); b) 20cem m/100- 








od isin se Thyroxin; c) Thyronin; d) Mo- 
+ iii aegilpeiaaciail ; nomethylhydrochinonlésung 
PO Ae ae ers oe in '/,, n-NaOH. Von jeder 
ae m dieser Lésungen a) b) c) und 


d) wurde sofort nach ihrer 
Herstellung im Stupho der Extinktionskoeffizient bestimmt, dessen Verinde- 
rung in Funktion der Zeit fiir jede Lisung in Fig. 2 wiedergegeben wird. 





) J. of biol. Chem. 96, 387 (1932). 
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Aus der Fig. 2 ist die schiitzende Wirkung des Thyroxins auf 
die Erhaltung der Carotinfirbung in Bestiitigung der von v. Euler 
und Klussmann?) als ersten gemachten Feststellungen deutlich zu 
ersehen. AuBerdem ergibt sich, daB auch Thyronin und Mono- 
methylhydrochinon bei gleicher molekularer Konzentration die Ent- 
f'irbung des Carotins verhindern, was unseren vorangehenden Beobach- 
tungen tiber die Wirkung dieser Substanzen auf die Sauerstoftzehrung 
des Linoleinats entspricht. Ks wurde Monomethylhydrochinon anstatt 
Hydrochinon angewandt, weil diese Substanz in alkalischem Mittel 
stabiler ist und auch sie eine stark hemmende Wirkung auf die 
Sauerstoffzehrung besitzt?); daB andererseits Hydrochinon die 
Bestiindigkeit von Carotinlésungen erhéht, ergibt sich aus den 
Untersuchungen von Olcovich und Mattill (a. a. O.). 

Aus den obigen Ausfiihrungen ergibt sich klar, dab der schon 
von y. Kuler in vitro beobachtete Antagonismus Thyroxin—Carotin 
als unabhingig von den bekannten thyroidihnlichen Hormoneigen- 
schaften des Thyroxins anzusehen ist, weil die gleiche Beobachtung 
heim Thyronin gemacht wurde, das ja keinerlei Schilddriisenwirkung 
besitzt. 

Das analoge Verhalten von Thyroxin und Thyronin einerseits, 
Hydrochinon und seinem Monomethylderivat andererseits, fiihren 
in Ubereinstimmung mit der Ansicht von Mattill (vgl. oben) zu 
der Auffassung, daB eine der chemischen Struktur dieser Sub- 
stanzen gemeinsame Gruppe bei ihrer antioxydativen Wirkung 
eine Rolle spielt, und zwar insbesondere die Phenol-Hydroxy]- 
sruppe in der p-Stellung. In Verfolg dieser Auffassung erscheint 
es wahrscheinlich, daB die Hydroxylgruppe Komplexverbindungen 
mit eventuell vorhandenen Schwermetallen bildet (Fe, Cu), so dab 
deren katalytische Wirkung sowohl auf die Oxydation der Leinél- 
siiure als auch des Carotins gehemmt wird. Es wiirde sich also 
um einen Wirkungsmechanismus handeln, der dem wohlbekannten 
System der Cyanidwirkung analog wire. In der Tat nimmt eine 
Lésung von Linoleinat (3 ccm p,, = 8,6; Leindlsiure 1,9°/,), die 
Kaliumeyanid in m/1000- und m/10000-Konzentration enthilt, 
Sauerstoff nur langsam und in, im Vergleich zur Kontrolle, un- 
bedeutender Menge auf, wie sich aus folgender Tabelle (in Kubik- 
millimeter O,) ergibt: 


1) Diese Z. 213, 21 (1932). 
*) L. De Caro, Bol. Soc. Biol. sper. 8, 2 (1933). 
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Tabelle V. 











; + KCN 4+ KCN 

Zeit montrolle |] 1n/1000 m/10000 
nach 1 Stdn. 95 5 7 
al tad 314 9 13 
ee 730 10 20 











Auf Carotinlésungen wirkt Kaliumeyanid in obiger Versuchis- 
anordnung (nur die Konzentration an Carotin ist veriindert, dic 
hier 0,0014°/, betrigt) auf die Erhaltung der Farbung, indem es 
den OxydationsprozeB hemmt, wie sich aus den folgenden Werten 
von & (Extinktionskoeffizient) in Funktion der Zeit ergibt: 


Tabelle VI. 


























Zeit + KCN + KCN 
nach Tagen momitolle m/1000 m/10 000 
bei Beginn 2,15 2,11 2,16 

2 1,99 2,16 2,14 
4 1,74 2,03 2,04 
6 1,63 1,98 1,96 
8 1,42 1,89 1,80 
Zusammenfassung. 


Thyroxin, Thyronin, Dijodothyronin, Dijodtyrosin, Hydro- 
chinon, Monomethylhydrochinon hemmen mehr oder weniger dic 
Sauerstoffzehrung einer Liésung von 6élsaurem oder leinédlsaurem 
Natrium. 

Die gleichen Substanzen verlangsamen die Entfarbung (Oxy- 
dation) einer Lésung von Carotin in Lésungen von leindlsaurem 
Natrium. 

Der Antagonismus Thyroxin—Carotin in vitro ist unabhingig 
von der schilddriisenihnlichen Wirkung des Thyroxins. 

Die antioxydative Wirkung obiger Substanzen ist wahrschein- 
lich abhingig von der Gegenwart von mindestens einem, diesen 
Substanzen gemeinsamen, Phenolhydroxyl und ist wahrscheinlich 
gebunden an dessen Fiahigkeit, mit eventuell vorhandenen Schwer- 
metallen (Fe, Cu), die Oxydationskatalysatoren darstellen, Komplex- 
verbindungen zu bilden. 

Kaliumeyanid verhalt sich in gleichem Sinne wie obige Sub- 


stanzen, sowohl in bezug auf die Oxydation der ungesittigten 
Fettsiuren als auch des Carotins. 





















Uber das Prodigiosin, 
den roten Farbstoff des Bacillus prodigiosus, IV. 


Von 


Fritz Wrede und Alexander Rothhaas, 








(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie der Universitit Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1933.) 









Vor 5 Monaten veréffentlichten wir in dieser Zeitschrift aus- 
fiihrliche Untersuchungen itiber das Prodigiosin.'!) Wir zeigten, 
da8 in dem Molekiil des Farbstoffes —C,,H,,ON,— 2 Pyrrol- 
ringe methenartig verbunden sind. ,,Ring I“ ist ein offenbar 3-fach 
substituiertes Pyrrol von der Formel C,,H,,N, ,,Ring I“ ist ein 
#-Methoxy-pyrrol von der Formel C,H,N(OCH,). Ks wurde von 
uns betont, daB in dem Prodigiosinmolekiil —C,,H,,ON,— auf 
Grund unserer Befunde 16 C-, 20 H- und 2 N-Atome sicher- 
gestellt seien und daS der Rest des Molekiils —C,H,N— not- 
wendigerweise in Form eines Ringes (III) vorliegen miisse. Wir 
schrieben: ,,Uber diesen ,Ring III‘ hoffen wir durch erschépfende 
Hydrierung und nachfolgende Oxydation Aufschlui zu erhalten. 
Vielleicht ist ,Ring III‘ ein Pyridinderivat.. . “ 

Inzwischen haben wir weitere Kenntnisse iiber diesen ,,Ring III“ 
bekommen. Danach kann es sich nicht um ein Pyridinderivat 
handeln. Es mu8 vielmehr noch ein dritter, und zwar unsub- 
stituierter, Pyrrolring vorliegen. Wir hiitten gern noch weitere 
seweise fiir diese Ansicht gesammelt, sehen uns aber zur sofortigen 
Veréffentlichung unserer Ergebnisse gezwungen, da wir vor 3 Tagen 
in dem Heft der ,,Naturwissenschaften“ vom 7. Juli 1933 eine 
kurze Mitteilung von Herrn Harry Raudnitz-Prag fanden, in 
der unsere bisherigen Befunde zur Diskussion einer Konstitutions- 
formel verwertet werden.?) H. Raudnitz schreibt, daB ,iiber den 
Rest des Prodigiosinmolekiils —C,H,N— bisher keine Klarheit 
sewonnen worden ist“. Er hilt es nach seinen ,eigenen, dem- 
nichst ausfihrlich zu veréffentlichenden Untersuchungen fiir wahr- 
scheinlich, daB der 3. Ring im Prodigiosinmolekiil gleichfalls ein 
) F. Wrede u. A. Rothhaas, Diese Z. 215, 67 (1933). 
*) Naturw. 21. Jahrg., S. 518 (1933). 
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Pyrrol ist.“ Aus dieser, von ihm bisher noch unbewiesenen Be. 
hauptung leitet er eine Strukturformel ab, die unter Beriick. 
sichtigung unserer bisherigen Ergebnisse recht naheliegend ist, 
Diese "Konditeianatasl ist von uns natiirlich auch schon lingst 
erdrtert, aber nicht in die Offentlichkeit gebracht worden, da wir 
noch keine sicheren experimentellen Beweise fiir sie hatten, 
Solche Beweise haben wir jetzt. Wir bringen diese im folgenden 
und nehmen damit fiir uns das Recht in Anspruch, den 


Konstitutionsbeweis des Prodigiosins — mit dem wir ws 
seit 5 Jahren ununterbrochen beschiftigt haben — auf Grund 


von experimentellen Tatsachen als erste erbracht zu 
haben.’) 

Wir teilten schon friiher mit, daf die vollstindige Hydrierung 
des Prodigiosins einige Schwierigkeiten macht. Nach Cberwindung 
dieser Schwierigkeiten gelang es uns jetzt zu zeigen, daB der 
Farbstofi pro Molekiil 14 Wasserstofiatome aufnimmt. Als wichtig 
fiir eine vollstindige Hydrierung erwies sich Einhaltung einer 
erhéhten Temperatur (etwa 60°), Verwendung eines geeigneten 
Katalysators (Palladiumkohle), eines geeigneten Liésungsmittels 
(Kisessig) und gentigend langes Schiitteln (2 Tage). Der Farb- 
stoff verliert allmihlich bei der Hydrierung seine rote Farbe; sie 
geht zuerst in Blaurot iiber, zuletzt in Bernsteingelb. In keinem 
Stadium der Hydrierung lieB sich das hydrierte Produkt zu dem 
urspriinglichen Farbstoff zuriickoxydieren. Bei der Oxydation 
durch Luit—Sauerstoff wurden nur schwarze, amorphe Produkte 
erhalten. — Das hydrierte Produkt konnte nicht krystallisiert er- 
halten werden, es gab auch keine krystallisierten Salze mit den 
tiblichen Reagentien. Eine Aufspaltung des Molekiils scheint aber 
nicht erfolgt zu sein: Die im Prodigiosin vorhandene Methoxyl- 
gruppe war auch nach der Hydrierung noch nachweisbar; Ammoniak 
oder leicht fliichtige Amine konnten nicht nachgewiesen werden. 

Das hydrierte Prodigiosin wurde — nach Entfernung des 
Katalysators und der Essigsiiure — bei alkalischer und auch bei 


1) Wir halten es fiir angebracht, Herrn Raudnitz darauf aufmerk- 
sam zu machen, da es nicht iiblich ist, in ein sehr scharf umrissenes 
Arbeitsgebiet anderer Forscher in dieser Form einzugreifen. Mit Recht 
diirfen wir behaupten, daB wir auf Grund von iu8erst miihsamen Arbeiten 
*/49 der Vorarbeit zur Konstitutionsaufklirung des Prodigiosins geleistet 
haben. Es ist nicht angiingig, daB dann von anderer Seite unsere Resultate 
benutzt werden, um das fast offen zutage liegende wertvolle Endergebnis 
als geistiges Eigentum zu beanspruchen. 
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saurer Reaktion mit Kaliumpermanganat oxydiert. Bei der alkalisch 
durchgefiihrten Oxydation konnten Oxaminsiiure und einige andere 
Produkte, iiber die spiiter eingehend berichtet werden soll, isoliert 
werden. Bei Gegenwart von freier Siiure (H,SO,) verlief die Oxy- 
dation mit Kaliumpermanganat anders: Die die Oxydationsprodukte 
enthaltende Lésung wurde in iiblicher Weise nacheinander bei soda- 
alkalischer, mineralsaurer und essigsaurer Reaktion mit Ather 
extrahiert. In dem 1. Atherextrakt fand sich u. a. das Pyrrolidin 
()H,,N, das aus ,,Ring I* entstanden ist; es wurde als Chloro- 
aurat zur Analyse gebracht. In dem 2. Atherextrakt (der sauren 
Lisung) fand sich Oxaminsiure und in ziemlicher Menge Bern- 
steinsiiure, die als p-Phenyl-phenazylester identifiziert wurde.’) 
Auf die Bedeutung dieses Befundes soll nachher noch eingegangen 
werden. In der mit Ather erschépfend extrahierten Lisung der 
sauren Oxydation fand sich noch in wesentlicher Menge ein Stoff, 
der Reaktionen des Prolins gab: Mit Reineckesalz bildete sich 
noch in groBer Verdiinnung ein krystallisiertes Salz; in alkoholi- 
scher Lésung entstand mit alkoholischem Cadmiumchlorid ein fein- 
krystallisierter Niederschlag; (dieses Cadmiumchloriddoppelsalz hatte 
keine Methoxylgruppe, so daf seine Bildung nicht aus dem ,,Ring I 
erfolgt sein kann).”) 

Die Bildung von Bernsteinsiiure kann nicht durch Oxydation 
des hydrierten ,,Ring I“ oder ,,Ring Il“ erklirt werden. Auch die 
friiher von uns zur Diskussion gestellte Formel, nach der ,,Ring [I 
ein monomethyliertes Pyridinderivat sein sollte, gibt keine Még- 
lichkeit fiir ihre Entstehung, wenn man sehr unwahrscheinliche 
Nebenreaktionen ausschlieBt. — Bekannt ist, daB Piperidin bei der 
Oxydation Glutarsiiure liefert.*) Wir priiften nun, ob Pyrrolidin 
bei der Oxydation in analoger Weise Bernsteinsiiure gibt. Dieser 
Beweis lieB sich ohne weiteres bringen. In der Isolicrung der 
Bernsteinsiure aus dem Oxydationsprodukt des hydrier- 
ten Prodigiosins liegt somit der zweite Beweis, daB im 
Prodigiosin ein unsubstituiertes Pyrrol vorhanden ist 
(,Ring IIT*), 

Die Verkniipfung der nunmehr bekannten 3 Ringe kann so 
sein, daB ,,.Ring III“ sich dem ,,Ring II“ etwa nach Schema A an- 
schlieBt, oder aber, daB ,,Ring III“ substituierend in die CH-Briicke 
zwischen ,Ring I und II* etwa nach Schema B eintritt. 





1) N. L. Drake u. J. Bronitzky, J. Amer. Chem. Soc. 52, 3715 (1930). 
*) Weitere analytische Belege iiber diese Salze werden in Kiirze 
gebracht. 5) Wolffenstein, Ber. chem. Ges. 26, 2777 (1892). 
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Bei der Formel gemiB Schema B handelt es sich um ein 
ee Dieser Formel méchten wir den Vor- 














CHO— R, CH,O= 
| II — [=| | ‘t i 
NE ee le Sele 
Ni = We Nt | a 
A B HNC a a: 
, ince 8 C.H,, 


zug geben, da sie besser als Formel A den Farbcharakter er- 
klaren diirfte.1) — Mit diesen Formeln steht auch der Befund in 
Kinklang, daB 14 Wasserstoffatome bei der Hydrierung aut- 
genommen werden. 

Die Konstitution des Prodigiosins ist damit allerdings noch 
nicht restlos geklirt. Zu beweisen bleibt u.a. die Art und die 
Stellung der Substituenten im ,,Ring I“ sowie die Stellung der 
Methoxylgruppe im ,,Ring I“, Es handelt sich bei ,,Ring I“ sicher 
nicht, wie Raudnitz in seiner Formel annimmt, um ein @,/,/’- 
Triathylpyrrol. Wir haben @,/,f'-Triiithylpyrrol?) zum entspre- 
chenden Triithylpyrrolidin hydriert. Das a@,f,'-Triiithylpyrrolidin 
gab ein éliges Chloroaurat und ein Chloroplatinat, das sich von 
dem des aus Prodigiosin gewonnenen Pyrrolidins —C,,H,,N— 
deutlich unterschied. 

Die Weiterbearbeitung der Konstitution und die Synthese 
des Prodigiosins behalten wir uns vor. 


Experimenteller Teil. 


Hydrierung des Prodigiosins. Anfangs wurde zur Hydrierung die 
freie Base benutzt. Es stellte sich aber heraus, daB auch das krystallisierte 
Perchlorat verwandt werden kann, ohne daf durch die Anwesenheit der 
Perchlorsiiure eine Stérung erfolgt. 

53,9 mg (= 1/, Millimol) der freien Base oder 70,7 mg des Perchlorats 
werden in 6 cem Eisessig gelést. Diese Lésung wird in die Schiittelbirne 
gegeben, in der vorher schon 100 mg Palladiumkohle (15°/, ig) mit Wasser- 





) H. Raudnitz schreibt, eine solche Formel (B) erklire die chemi- 
schen EKigenschaften des Prodigiosins, ,namentlich die Entfirbbarkeit des 
Farbstoffes durch Laugenzusatz (Bildung des entsprechenden Carbinols) und 
Regeneration durch Ansiiuern“. Dies ist unrichtig: Das Prodigiosin wird 
durch Lauge nicht entfirbt, es tritt hier nur ein Farbumschlag von Rot (Salz) 
zu Gelbbraun (freie Base) auf. Die Analyse der freien Base zeigt, daB es 
sich um eine Verbindung von der Formel C,,H,,;ON, (nicht C,)H,,0,N,) 
handelt [F. Wrede, Diese Z. 210, 127 (1932)]. 

*) Eine Probe der kostbaren Substanz wurde uns freundlicherweise 
von Herrn Geh.-Rat Hans Fischer-Miinchen zur Verfiigung gestellt. 
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stoff gesittigt worden waren. Bei ungefihr 60° wird mit Wasserstoff ge- 
schiittelt, bis keine Aufnahme mehr erfolgt. Dies ist nach 1—2 Tagen der 
Fall. Die Menge des aufgenommenen Wasserstoftes betriigt 25,9 cem (auf 0° 
760 mm reduziert). Die Theorie verlangt fiir die Aufnahme von 14 Wasser- 
stoffatomen 26,1 cem Wasserstoff. — Wiahrend der Hydrierung veriindert 
sich die rote Farbe der Lésung schon nach etwa 1/, Stunde, sie wird zuerst 
blaurot, zuletzt hellgelb. Die filtrierte Lésung ist an der Luft ziemlich haltbar, 
erst im Laufe von Stunden erfolgt Dunkelfirbung unter Abscheidung brauner 
harzartiger Stoffe. — Die Lésung wird im Vakuum eingedampft, es hinter- 
bleibt ein hellbraun gefirbter Sirup. Dieser list sich bei Gegenwart yon 
Siiure ziemlich leicht in Wasser. Bei Zugabe von iiberschiissiger Lauge 
fillt eine briiunliche, sirupése Masse aus. — Das hydrierte Prodigiosin gibt 
mit Goldehlorid, Platinchlorid und mit Pikrinsiure Fiillungen, die aber nicht 
krystallisieren. Eine qualitative Methoxylbestimmung verliuft positiv. — Die 
Suspension des hydrierten Stoffes in Wasser wird bei Gegenwart von 
Magnesiumoxyd im Vakuum destilliert, wobei das Destillat in verdiinnte: 
Salzsiiure aufgefangen wird: Im Destillat libt sich weder Ammoniak noch 
eine organische Base in nennenswerter Menge auffinden. 


Oxydation des hydrierten Prodigiosins durch Kaliumperman 
ganat. 1.Oxydation in alkalischer Lésung. 323 mg Prodigiosin werden 
wie oben hydriert. Der Eindampfriickstand des Filtrats wird in etwa 40 ccm 
Wasser geldést, die Lésung wird mit Natronlauge alkalisch gemacht (wobei 
das Hydrierungsprodukt in Form einer milchigen Triibung ausfillt). Hierzu 
wird eine Lésung von 2,55 g KMnO, (= 25 Atome Sauerstoff pro Molekiil 
Prodigiosin) in 100 cem Wasser gegeben. Nach 12 Stunden ist die Lisung 
noch etwas violett gefiirbt. Es wird eine gerade geniigende Menge SO, ein- 
geleitet, um Braunstein und Permanganat zu zerstéren. Die Lésung wird 
init Soda im Uberschu8 versetzt, vom ausgefallenen Mangancarbonat wird 
abfiltriert. Das Filtrat wird dann mit Schwefelsiure angesiiuert, im Vakuum 
eingeengt, wieder mit Soda alkalisch gemacht und im Perkolator mit Ather 
einen Tag extrahiert (Extrakt A). Danach wird die Lésung mit Schwefelsiure 
kongosauer gemacht und wieder mit Ather 2 Tage extrahiert (Extrakt B). 
Zuletzt wird die Lésung bei essigsaurer Reaktion nochmals extrahiert 
(Extrakt C). Uber die Aufarbeitung von Extrakt A und C wird spiiter be- 
richtet. _Im Extrakt B lassen sich gréBere Mengen von Oxalsiure als Calcium- 
oxalat fiillen. Weiterhin gelingt der Nachweis von Oxaminsiure: Die von 
der Oxalsiiure befreite wiBrige Lisung des Extraktriickstandes wird mit 
Ather yon einer éligen Siure befreit (vgl. unten). Die wiBrige Lésung wird 
im Vakuum eingedampft, der Riickstand wird mit iitherischem Diazomethan 
behandelt. Der Oxaminsiuremethylester wird durch Sublimation im V akuum 
gereinigt. Krystalle vom Schmelzp. 121°. 


4,426 mg Subst.: 5,715 mg CO,, 1,93 mg H,0. 
C,H,0,N (103,1) Ber. C 34,93 H 4,89 Gef. C 35,22 H 4,88. 
Der Mischschmelzpunkt mit synthetisch erhaltenem Oxaminsiure-methy] 
ester zeigt keine Depression. 


Die oben erwiihnte, mit Ather aufgenommene dlige Siiure wird eben 
falls mit Diazomethan hcheniilt Nach dem Abdampfen des Athers wird 
der Riickstand im Hochvakuum fraktioniert destilliert. Die Fraktion von 
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80—-150° wird nochmals destilliert. Bei etwa 125° und 1 mm Druck geht 
ein wasserklares Ol iiber. 


4,610, 4,80 mg Subst.: 10,43, 10,875 mg CO,, 3,79, 3,82 mg H,O. 


Die Stickstoffanalyse weist darauf hin, daB die Substanz anniihernd 
stickstofffrei ist. 


C,,H,,0, (216,2) Ber. C 61,08 H 9,33 
C,,H,,0, (230,2) | S888 5 9,64 
Gef. ,, 61,70, 61,78 ,, 9,20, 8,91. 


Es wird vermutet, da es sich um einen Dicarbonsiure-dimethylester 
handeln kénne, der durch Oxydation des hydrierten ,,Ring I“ entstanden 
ist. (Bei der Oxydation des Pyrrolidins C,,H,,N wird ein Kérper von iihn- 
licher Zusammensetzung und Eigenschaft isoliert. Hieriiber wird spiiter 
berichtet.) 


2. Oxydationin saurer Lésung. 0,5 g Prodigiosin werden hydriert, 
Das von der Essigsiiure befreite Produkt wird in 200 eem Wasser gelést. Dazu 
wird eine Lésung von 1,76 g KMnO, (= 18 Atome Sauerstoff pro Molekiil) 
und 1 ccm Schwefelsiure in 100 cem Wasser gegeben. Nach 6 Stunden ist 
nur noch schwache Rotfirbung vorhanden. Es wird, wie oben erwiihnt, SO, 
eingeleitet und mit Soda alkalisch gemacht. Das abgesaugte Mangancarbonat 
wird mit heiBem Alkohol ausgewaschen. Das wiBrige und alkoholische 
Filtrat wird mit Schwefelsiiure kongosauer gemacht, im Vakuum eingeengt, 
dann mit Soda alkalisch gemacht und 24 Stunden mit Ather extrahiert 
(Extrakt A). Dann wird ein Atherextrakt B und C bei schwefelsaurer bzw. 
essigsaurer Reaktion bereitet. 


Extrakt A. Der Ather wird abgedampft, der Riickstand wird im 
Vakuum destilliert. Die Fraktion von 80—120° bildet ein wasserklares UI, 
das stark nach Pilzen riecht. Es list sich in Salzsiiure. Diese Lisung gibt 
mit Goldchlorid einen schén krystallisierten Niederschlag. Es wird einmal 
aus verdiinnter Salzsiiure unter Zusatz von etwas Goldchlorid umkrystalli- 
siert und im Vakuum bei 70° getrocknet. 


5,119 mg Subst.: 4,55 mg CO,, 2,09 mg H,O, 2,018 mg Au. 


C,,H,,N-HAuCl, (495,2) Ber. C 24,24 H 4,48 Au 39,82 
Ge ,, MM .,, 451 .., B02. 


Es handelt sich also um das Chloroaurat des aus ,,Ring I“ entstandenen 
Pyrrolidins; wie dieses zeigt es einen Schmelzpunkt von 105°. Das Chloro- 
aurat wird in tiblicher Weise zersetzt und in das Chloroplatinat iibergefiihrt. 
Dieses zeigt den schon friiher beschriebenen Zersetzungspunkt von 212°.') 


Extrakt B. Nach dem Abdampfen des Athers hinterbleibt ein Sirup, 
aus dem sich im Verlauf eines Tages reichlich Krystalle abscheiden. Diese 
werden auf Ton von der éligen Verunreinigung getrennt. Nach der Subli- 
mation im Vakuum zeigen sie einen unscharfen Schmelzpunkt zwischen 
170 und 180°. Die Siiure wird zur weiteren Charakterisierung in den Phenyl: 
phenazylester iibergefiihrt: 


') F. Wrede und A. Rothhaas, Diese Z. 216, 75, 1933. 
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(‘ber das Prodigiosin, den roten Farbstoff des Bacillus prodigiosus. 1V. 973 


Etwa 20 mg der krystallisierten Rohsiure werden mit n/10-Natronlauge 
neutralisiert. Die Lésung wird dann mit einer Spur Salzsiiure gerade wieder 
sauer gemacht und mit einer der gebrauchten n/10-Natronlauge entsprechen- 
den Menge p-Phenyl-bromacetophenon , gelést in 6 cem Alkohol, versetzt. 
Das klare Gemisch wird 2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Nach kurzer 
Zeit beginnt die Abscheidung einer schén krystallisierten Substanz, die aus 
wenig Pyridin unter Zugabe von Alkohol umkrystallisiert wird. 


4,870 mg Subst.: 13,49 mg CO,, 2,27 mg H,0. 
C,)H,,0, (506,4) Ber. C 75,86 H 5,18 Gef. C 75,55 H 5,21 


Der Schmelzpunkt liegt scharf bei 209°, wie dies fiir den entsprechen- 
den Bernsteinsiureester verlangt wird.') Der Mischschmelzpunkt mit dem 
syothetisch hergestellten Bernsteinsdureester zeigt keine Depression. 

Extrakt C hinterliBt keinen wesentlichen Riickstand, so da8 von seiner 
Aufarbeitung abgesehen wird. 

Die wiBrige Lésung, aus der durch Extraktion mit Ather die Extrakte 
A, Bund C gewonnen worden waren, wird im Vakuum zur Trockene gebracht. 
Der reichlich mit Salzen durchsetate Riickstand wird mit heiBem, absolutem 
Alkohol extrahiert. Die alkoholische Lésung wird im Vakuum eingedampft, der 
Riickstand in Wasser gelést. Ein Teil dieser Loésung wird mit Reineckesalz 
und etwas Salzsiiure versetzt*), wobei eine schén krystallisierte Substanz 
ausfallt. 

Die Hauptmenge der wiBrigen Lésung wird im Vakuum wiederzur Trockne 
eingedampft, der Riickstand wieder in abs. Alkohol aufgenommen. Diese 
Lésung wird heiB mit einer kalt gesittigten alkoholischen Cadmiumchlorid- 
lésung (96°/,iger Alkohol) versetzt.?) Es bildet sich ein fein krystallinischer 
Niederschlag, der abgesaugt wird. Die mit ihm vorgenommene Methoxy|bestim- 
mung verliuft negativ. — Es diirfte sich in den beiden Substanzen um Salze 
des Prolins handeln. 

Oxydation von Pyrrolidin zu Bernsteinsaure. 180 mg Pyrrolidin 
werden mit einer Lésung von 650 mg KMnO, (=4 Atome Sauerstoff pro 
Molekiil) und '/, eem H,SO, in 50 cem Wasser iibergossen. Nach 12-stiin- 
digem Stehen ist die Lésung noch schwach violett gefarbt. Sie wird mit 
SO, von Braunstein und Permanganat befreit, hierauf bei sodaalkalischer 
teaktion, schlieBlich bei schwefelsaurer Reaktion mit Ather im Perkolator 
extrahiert. 

Der aus der schwefelsauren Lisung erhaltene Atherextrakt wird ein- 
gedampft, der Riickstand wird, wie oben beschrieben, mit p-Phenyl-brom- 
acetophenon zur Reaktion gebracht. Es werden Krystalle erhalten, die nach 
Umkrystallisieren den Schmelzp. 209° zeigen und mit synthetisch erhaltenem 
p-Phenyl-phenazyl-bernsteinsiureester keine Schmelzpunktsdepression er- 
geben. 

a,6,$-Triathyl-pyrrol und «,é,4’-Triathyl-pyrrolidin. Das von 
Herrn Geh.-Rat H. Fischer zur Verfiigung gestellte Tridithyl-pyrrol wurde 
mit dem aus Prodigiosin durch Natronkalkdestillation gewonnenen Pyrrol 
C,,H,,;N verglichen.’) 


') N. L. Drake u. J. Bronitzky, a.a. O. 
*) J. Kapfhammer u. R. Eck, Diese Z. 170, 304 (1927). 
’) F. Wrede u. A. Rothhaas, Diese Z. 215, 72 (1933). 
19* 












974 F. Wrede u. A. Rothhaas, Uber das Prodigiosin usw. 


1. Das aus Prodigiosin erhaltene Pyrrol wird auf Zusatz von Eisessig 
nach wenigen Minuten griin, das Triithyl-pyrrol nicht. . 

2. Das Prodigiosin-Pyrrol lést sich kaum in 15°/,iger Salzsiiure, das 
Triithyl-Pyrrol hingegen leicht. 

3. Das Prodigiosin--Pyrrol, in Salzsiiure gelést, reduziert Goldchlorid. 
léisung sofort, das Triithyl-pyrrol dagegen sehr triige. — Diese 3 Reaktionen 
sprechen schon dafiir, daB die beiden Substanzen nicht identisch sind. 

Das Prodigiosin-pyrrol wird, ebenso wie das Triithyl-pyrrol, zum 
Pyrrolidin C,,H,,N hydriert. Das erstere gibt ein Chloroaurat vom Schmelz 
punkt 105°, daB Triithyl-pyrrolidin liefert ein dliges Goldsalz, das auch nach; 
Animpfen mit Prodigiosin—Pyrrolidin—Chloroaurat nicht krystallisiert. 

Das Prodigiosin-Pyrrolidin gibt ein Chloroplatinat vom Zersetzungs- 
punkt 212°, das Triiithyl-pyrrolidin ein soleches vom Schmelzp, 206° und yom 
Zersetzungsp. 224°. Die beiden Chloroplatinate gemischt zeigen eine starke 
Depression des Schmelzpunkts. Die Analyse des «,f,6’-Triiithyl-pyrrolidin- 
chloroplatinats zeigt, daB die Substanz rein ist. 


4,950 mg Subst.: 6,00 mg CO,, 2,71 mg H,O, 1,32 mg Pt. 


(C,)H,,N),-H,PtCl, (720,4) Ber. C 33,31 H 6,16 Pt 27,09 
Gef. , 8806 , 618 , 287. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
fiir Mittel, die zur Durchfiithrung vorstehender Arbeit bendtigt wurden. 






































Uber den Ascorbinsduregehalt der Corpora lutea. 
Von 


St. Huszak. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Institute fiir Medizinische Chemie, Universitat Szeged, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1933.) 


Merkwiirdigerweise enthalt dasjenige tierische Organ, das 
nach unserem heutigen Wissen Vitamin C (Ascorbinsiéure) weitaus 
in héchster Konzentration enthalt, auch besonders viel Carotin. 
Ebenso sind die beiden Friichte, die das meiste C-Vitamin ent- 
halten (Paprika und Hagebutten), auch ganz besonders reich an 
Carotinoiden. Dieser Parallelismus lift einen funktionellen Zu- 
sammenhang beider Substanzen vermuten.') So ein Zusammenhang 
ist bereits durch die Arbeiten v. Eulers nahegelegt. Gestiitzt 
auf diese Beobachtungen versuchte ich nun festzustellen, wie sich 
in bezug auf Vitamin C-Gehalt dasjenige tierische Organ — Corpus 
luteum — verhilt, das neben der Nebenniere bekanntlich auch 
das meiste Carotin enthalt. 

Zusammenfassend lift sich nun sagen, daB sich die Corpora 
lutea, ebenso wie die Nebennieren, nicht nur durch ihren besonders 
hohen Carotingehalt, sondeyn zugleich auch durch ihren besonders 
hohen Vitamin C-Gehalt auszeichnen. Der Vitamin C-Gehalt beider 
Organe ist ungefihr gleichhoch, weit héher, als der Vitamingehalt 
aller anderer tierischer Gewebe. Selbst der Thymus, der, wie 
durch v. Euler festgestellt, nach der Nebenniere das reichste 
Organ an Vitamin © darstellt, bleibt hinter beiden — Nebenniere 
und Corpora lutea — bedeutend zuriick. Das Ovarialgewebe selbst 


') Es sei auch erwahnt, daB waBrige Lésungen von Carotin sich an 
ler Luft in Gegenwart geringer Mengen Ascorbinsiure rasch entfirben. 
Wird Carotin in wenig Athylehlorid gelést, mit Aceton verdiinnt (3 ccm 
uf 1 mg Carotin), die Lésung dann in diinnem Strahl in eine etwas er- 
warmte 0,1 %/,ige Natrium-Glycocholatlésung gegossen, so kann man wasser- 
klare Carotinlésungen erhalten. 

__ Fiir die freundliche Uberlassung des Carotins sind wir der Firma 
Er. Merek, Darmstadt, zum Danke verbunden. 
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(Interstitium) ist an Vitamin C ziemlich arm. Ebenso arm ist auch 
der Follikel mit seinem Epithel und seinem Inhalte. Das Blut- 
gerinnusel mit dem ersten Granulationsgewebe, das nach Entleerung 
der Follikel entsteht, ist ebenfalls noch arm an Vitamin C. So 
wie sich dieses Gewebe aber zum Corpus luteum heranbildet, 
so steigt auch der Vitamingehalt. Sobald das Organ involviert 
(Corpora lut. rubra), verschwindet auch das Vitamin. 

Die Bestimmungen des C-Vitamins wurden durch die in diesem 
Laboratorium iibliche Titration mit Dibrom-Phenol-Indophenol 
(eine modifiziert Tillmanssche Methode) vorgenommen.*) Das 
Resultat wurde durch Reduktion des Silbers, und endlich im Tier- 
versuch kontrolliert. 

























































































Gans Tierart mg Ascorbinsiure 
| perg Gewebe 
Corp. lut. Schwein 1,02 
9 3 9 1,17 
- “ Rind 1,19 
‘4 “ Schwein 1,50 
i " ss 1,35 
Beginnende Corp. lut. “ 0.74 
Involvierte Corp. lut. .: 0,19 
(Corp. lut. rubra) 
Ovarium Kalb 0,25 
Ovarium (ohne Corp. lut.) Schwein 0,29 
Ovarium | Frosch 0,23 
Liquor folliculi Rind 0,05 
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®) Biochemie. J. 27, 279 (1933). 
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Der Gehalt der untersuchten Organe an Vitamin UC (titri- 
metrisch) ist in der Tabelle (S. 276) dargestellt. Die Zahlen be- 
deuten Milligramm Ascorbinsiiure per Gramm Gewebe. 

Wie durch Svirbely hervorgehoben*), miissen derartig neue 
Befunde stets im Tierversuch kontrolliert werden. 

Aus diesem Grunde wurde ein trichloressigsaures Extrakt aus 
Corpora lutea hergestellt, titriert und an drei auf vitaminfreier 
Grundkost gehaltenen jungen Meerschweinchen verabreicht. Der 
tiiglich verabreichte Extrakt enthielt, titrimetrisch gemessen, 1 mg 
Ascorbinsiure. Die ermittelte Gewichtskurve ist in vorstehender 
Figur (Kurve I) dargestellt. Die 3 Tiere der Kurve II erhielten 
tiiglich 1,5 cem Zitronensaft. Die Kurve III gibt die Gewichts- 
schwankung der C-vitaminfreigehaltenen 3 Kontrolltiere. Alle 
3 Tiere der letzten Gruppe starben mit typischen Skorbutsymp- 
tomen. Nach Abschlu8 des Versuches wurden die Versuchstiere 
getétet. Die Tiere, die Extrakt oder Zitronensaft bekommen 
haben, zeigten keine Skorbutsymptome. Die titrimetrisch gefun- 
denen Werte waren also tatsichlich durch Vitamin C bedingt. 


Vorliegende Arbeit wurde durch die Josiah Macy Jr- 
Stiftung unterstiitzt. 


) Biochemie. J. 27, 960 (1933). 








